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Priprava in karakterizacija liposomskega matičnega mlečka 
Povzetek:  
Matični mleček je čebelji proizvod z raznoliko biološko aktivnostjo. Njegova 
najpomembnejša aktivna komponenta je 10-hidroksi-2-decenojska kislina ali 10-HDA in 
le-ta ga loči od drugih izdelkov čebeljega izvora. Spojina pozitivno vpliva na splošno 
zdravje človeka, zato se njena uporaba hitro širi. Težava izdelkov, ki vsebujejo matični 
mleček, je njihova nestabilnost. Uporaba mikrometrskih dostavljalnih sistemov bi 
teoretično lahko izboljšala stabilnost produktov in biodostopnost v človeškem telesu. 
Eden izmed najučinkovitejših dostavljavcev te velikosti predstavljajo liposomi. To so 
sferični vezikli, sposobni enkapsulirati lipofilne in hidrofilne učinkovine ter jih dostaviti 
na tarčno mesto v telesu. 
Cilj magistrskega dela je enkapsulacija matičnega mlečka in njegovih aktivnih 
komponent v liposome, ki bodo dovolj stabilni za uporabo v prehrambni ali kozmetični 
industriji. Med raziskane sklope spadajo sinteza, optimizacija in karakterizacija končnih 
vzorcev. Na lastnosti tako nastalih formulacij imajo največji vpliv uporabljeni fosfolipidi 
in izbrana sintezna metoda. Pomemben del raziskovanja predstavljata tudi ločitev 
sintetiziranih liposomov od preostale reakcijske mešanice in ugotovitev učinkovitosti 
enkapsulacije specifično prek 10-HDA in nespecifično prek proteinskega profila. 
Področje je še precej neraziskano, ima pa velik potencial za raziskovanje na industrijski 
ravni.  
V literaturi je področje priprave liposomskih izdelkov na osnovi čebeljih produktov še 
precej nedodelano. Predstavlja velik potencial za raziskovanje in prav tako prenos na trg. 
Ugotovitev, ki je bila rezultat mojega dela, je ta, da je liposomska enkapsulacija 
formulacij, kot je matični mleček, mogoča, vendar uspešna uporaba v industriji zahteva 
še nadaljnje raziskovanje v smeri natančnejše optimizacije uporabljenih fosfolipidov in 
sinteznih pogojev. 
Ključne besede: matični mleček, liposom, enkapsulacija, optimizacija, 10-HDA 
  
  
Preparation and Characterization of Royal Jelly Liposomes 
Abstract:  
Royal jelly is a bee product with diverse biological activity. 10-hydroxy-2-decenoic acid 
or 10-HDA is one of the most important bioactive components, which also separates it 
from other bee products. This compound shows many positive effects on human health, 
and that is also why its usage is expanding rapidly. The main limitation of all royal jelly 
products is their instability. The use of micron carrier systems could potentially improve 
this problem and increase its bioavailability in the human body. Liposomes represent one 
of the best novel drug delivery systems in this size range. They are spherical vesicles 
capable of encapsulating lipophilic or hydrophilic compounds and transporting them to a 
specific target site. 
The aim of my master’s thesis is the encapsulation of royal jelly or its active components 
into liposomes that are stable enough for application in food or cosmetics industry. The 
topics researched include the synthesis, optimization, and characterization of final 
products. The key parameters influencing liposome formulation were composition and 
synthesis method. An important part of the research was also the isolation of liposomes 
and determining the degree of success for encapsulation. These were determined 
specifically by 10-HDA and non-specifically by protein profiling. The field is rather 
unexplored, but has a great potential for future research in the industrial sector.  
There is still a large gap in literature on liposomal products based on bee products. It 
holds great potential for future research and development. The conclusion that emerged 
from my theoretical and experimental work was that it is possible to encapsulate 
formulations such as royal jelly in liposomes, but industrial application would require 
some further development. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
2-ME   2-merkaptoetanol (angl. 2-mercaptoethanol) 
10-HDA 10-hidroksi-2-decenojska kislina (angl. 10-hydroxy-2-decenoic 
acid) 
AA   akrilamid (angl. acrylamide) 
APS   amonijev persulfat (angl. ammonium persulfate) 
bis-AA  bisakrilamid (angl. bis-acrylamide) 
CFU   enota, ki tvori bakterijske kolonije (angl. Colony Forming Unit) 
DAD   detektor na niz diod (angl. Diode Array Detector) 
DFT   teorija gostotnega funkcionala (angl. Density Functional Theory) 
DLS   dinamično sipanje svetlobe (angl. Dynamic Light Scattering) 





EDTA etilendiamintetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic 
acid) 
GMOs gensko spremenjeni organizmi (angl. Genetically Modified 
Organisms) 
GC   plinska kromatografija (angl. gas chromatography) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-
performance liquid chromatography) 
metoda EI  metoda injiciranja etanolne raztopine fosfolipidov v vodno fazo 
metoda HLF  metoda hidratacije lipidnega filma 
Milli-Q  destilirana in deionizirana voda s sistemom Milli-Q 
MM   matični mleček (angl. Royal Jelly) 
MRJP1  protein matičnega mlečka 1 (angl. Major royal jelly protein 1) 
MRJP2  protein matičnega mlečka 2 (angl. Major royal jelly protein 2) 
MSPC 1-miristoil-2-stearoil-sn-glicero-3-fosfoholin (angl. 1-myristoyl-2-
stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) 
  
NDDO metoda zanemarjenja dvoatomskega diferencialnega prekrivanja 
(angl. Neglect of Differential Diatomic Overlap) 
NMR   jedrska magnetna resonanca (angl. Nuclear Magnetic Resonance) 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. polyacrylamide gel 
electrophoresis) 
PDI   polidisperzni indeks (angl. polydispersity index) 
PM3   parametrična metoda 3 (angl. Parametric Method 3) 
R-vzorci  surovi vzorci 
SDS   natrijev dodecilsulfat (angl. sodium dodecyl sulfate) 
SEC velikostno izključitvena kromatografija (angl. size exclusion 
chromatography) 
T-vzorci  vzorci s tritonom 
TEM transmisijski elektronski mikroskop (angl. transmission electron 
microscopy) 
TEMED  tetrametiletilendiamin (angl. tetramethylethylenediamine) 
TOL temperaturno odzivni liposomi (angl. temperature sensitive 
liposomes) 
UV ultravijolično valovanje (angl. ultraviolet) 
UZ ultrazvočno valovanje (angl. ultrasound)




1 Uvod  
1.1 Matični mleček 
Matični mleček je rumenkasta viskozna snov, ki jo proizvajajo mlade čebele v njihovih 
hipofaringealnih in mandibularnih žlezah. V obdobju razvoja je hrana za čebelje ličinke 
(zalego), skozi celo življenje pa se z njim prehranjuje čebelja matica. Posledica 
izključnega prehranjevanja matice z matičnim mlečkom sta njena dvakrat večja velikost 
in prav tako njena zmožnost razmnoževanja. Z uživanjem se ji življenjska doba bistveno 
podaljša na približno pet let v primerjavi z drugimi čebelami, ki živijo 45 dni [1–3]. 
Matični mleček je gosta emulzija, ki je sestavljena iz vode, proteinov, ogljikovih hidratov, 
lipidov, soli in vitaminov (riboflavin oz. vitamin B2, tiamin oz. vitamin B1, folna 
kislina ...) v razmerju, kot je prikazano na shemi 1 [1,3]. 
 
 
Shema 1: Delež glavnih komponent matičnega mlečka 
Pomembno je pravilno shranjevanje svežega matičnega mlečka, saj je občutljiv na 
svetlobo, toploto in v stiku z zrakom oksidira, podvržen pa je tudi mikrobiološki 
razgradnji. Stabilnost lahko podaljšamo s shranjevanjem na 4 °C ali z zamrzovanjem. 
Matični mleček običajno vsebuje tudi delež cvetnega prahu, ki je indikator za geografsko 
poreklo vzorca [2,4]. 
Matični mleček ima raznoliko biološko aktivnost (shema 2), zato se kot prehransko 

















• Številne klinične študije so pokazale pozitivni učinek pri lajšanju fizičnih in 
psiholoških simptomov predmenstrualnega sindroma in menopavze, saj uravnava 
hormone v krvi [5]. 
• Uživanje zmanjša oksidativni stres, ki je glavni povzročitelj staranja celic. 
Hormonsko neravnovesje v telesu povzroči zmanjšanje foliklovih celic in 
posledično kakovost oocitov. To lahko preprečimo z uživanjem prehranskih 
dopolnil, kot je matični mleček, saj vsebuje antioksidant 10-HDA [1]. 
• Uživanje povzroči ohranjanje kognitivnih funkcij, podaljša življenjsko dobo, 
izboljša telesno eritropoezo, toleranco na glukozo, znižuje raven holesterola v 
krvi in tudi izboljša duševno stanje [3, 6, 7]. 
• In vitro in in vivo uporaba pospešujeta celjenje ran, saj povečuje izdelavo 
kolagena v telesu, širi žile in ima hkrati protimikrobne učinke [1, 8]. 
• Eden izmed glavnih razlogov tradicionalne uporabe matičnega mlečka je krepitev 
imunskega sistema. Učinek je odvisen od koncentracije prehranskega dopolnila, 
ki odloči, ali bo matični mleček deloval imunostimulativno ali imunosupresivno 
[9]. 
 
Shema 2: Biološka aktivnost matičnega mlečka 
Najpomembnejša aktivna spojina matičnega mlečka je 10-hidroksi-2-decenojska kislina 
ali 10-HDA. Poleg nje so v matičnem mlečku prisotni tudi številni proteini, ki se 
imenujejo apalbumini in predstavljajo kar 83‒90 % vseh proteinov. Ti hranijo čebeljo 
matico in so odločilni za tvorbo čebeljega cvetnega prahu. Najpomembnejša sta proteina 
z masama 55 kDa (MRJP1 oz. rojalaktin) in 47 kDa (MRJP2). Oba sta pogosta alergena, 
zato uživanje ni primerno pri ljudeh, ki so nanju občutljivi. Njuna vsebnost v matičnem 
mlečku se preprosto preverja z metodo SDS-PAGE ob uporabi velikostnega 
















1.1.1 10-hidroksi-2-decenojska kislina (10-HDA) 
Ena izmed pomembnejših spojin, ki jih vsebuje matični mleček, je 
10-hidroksi-2-decenojska kislina (shema 3). 10-HDA je nenasičena maščobna kislina, 
katere naravni vir je le matični mleček. Vsebnost 10-HDA ga tako lahko loči od drugih 
izdelkov čebeljega izvora. V svežem matičnem mlečku je njen delež med 2 in 3 %, nato 
se zaradi encimske aktivnosti s starostjo vzorca zmanjšuje. S tem se zmanjša tudi 
kakovost [2, 4]. 
 
Shema 3: Skeletna formula molekule 10-HDA 
Ta bioaktivna snov kaže nekatere imunomodulatorne, antiangiogenezne in antirakave 
učinke ter pozitivno vpliva na splošno zdravje človeka [1, 3]. 
1.1.2 Proteinsko profiliranje z metodo SDS-PAGE 
Ločevanje in karakterizacija proteinov temeljita na njihovi masi in naboju. 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(SDS-PAGE) je analizna tehnika, ki se uporablja za ločevanje proteinov v vzorcu glede 
na njihovo molekulsko maso. Natrijev dodecilsulfat (SDS) je detergent, ki denaturira 
prisotne proteine in tvori negativno nabite komplekse s polipeptidi. Ena molekula SDS se 
običajno veže na dva aminokislinska ostanka. Negativni naboj molekul je tako 
proporcionalen velikosti in zato poteka ločba le na osnovi mase. Ob prisotnosti 
električnega polja te negativno nabite molekule potujejo proti anodi s hitrostjo, ki je 
odvisna le od njihove molekulske mase. Kot je prikazano na shemi 4, majhne molekule 
potujejo hitreje po gelu in obratno. Nosilec pri SDS-PAGE je poliakrilamidni gel, ki se 
pripravi s polimerizacijo monomernih enot akrilamida (AA) in bisakrilamida (bis-AA). 
Njuna koncentracija vpliva na fizikalne lastnosti gela in s tem na uspešnost ločbe 
proteinov. Ob dodatku amonijevega persulfata (APS) se polimerizacija začne, dodatek 
katalizatorja tetrametiletilendiamina (TEMED) pa reakcijo pospeši. Nosilec je sestavljen 
iz zbiralnega in ločevalnega gela, ki se razlikujeta v stopnji zamreženosti oz. v razmerju 
med AA in bis-AA. Zbiralni gel je namenjen le koncentraciji proteinov v tanko linijo pred 
vstopom v ločevalni gel (shema 4) [11–13]. 





Shema 4: Ločevanje molekul v poliakrilamidnem gelu 
1.2 Liposomi 
Liposomi so sferični vezikli mikroskopskih velikosti, ki nastanejo spontano ob procesu 
hidratacije tako, da zaobjamejo del okolice lipidnega dvosloja. Dolgi nepolarni repki 
predstavljajo večinski del molekule in zato so fosfolipidi slabo topni v vodi. Robni del 
tvorjenega dvosloja povzroča visoko energijo molekul in ta se minimizira tako, da tvori 
vezikle. Liposomi nastanejo zaradi termodinamskih lastnosti molekul, stabilnost nastanka 
pa povečuje tudi tvorba vodikovih vezi z vodo in Van der Waalsovih vezi med repki. V 
notranjosti je zaobjeta vodna raztopina, okoli pa razporeditev fosfolipidov tvori lipidni 
dvosloj (shema 5). Kot posledica amfifilnih molekul je zunanjost dvosloja polarna in 
notranjost nepolarna [14–16]. 
Do odkritja liposomov je prišlo leta 1961 in od takrat dalje so to področje zelo razvili 
raziskovalci nanotehnologije. Ugotovili so, da so liposomi odlični sistemi nanometrskih 
dimenzij, primerni za dostavo zdravilnih učinkovin v specifične dele telesa. Liposom tako 
loči in varuje zdravilno učinkovino pred zunanjim okoljem, hkrati pa s specifično dostavo 
ščiti občutljiva tkiva pred strupenimi spojinami. Uporaba lipofilnih molekul omogoča 
vezavo hidrofilnih molekul v notranjost, medtem ko se hidrofobne molekule vgradijo v 
lipidni dvosloj [14, 17–19]. 





Shema 5: Poenostavljen prikaz liposoma (a), lipidnega dvosloja (b) in lipidne 
molekule (c) 
Prednosti liposomov v primerjavi z drugimi dostavljalnimi sistemi so biorazgradljivost, 
majhna toksičnost, lahko prilagodljive lastnosti, povečana učinkovitost zdravilnih 
učinkovin ... Ker so liposomi podobni celičnim membranam v telesu, ne povzročijo 
negativnih reakcij pri vstopu v organizem in so hkrati deležni enake razgradnje kot celice. 
Poznanih je tudi nekaj slabosti, med katere sodijo visoka cena izdelave, kratek razpolovni 
čas in puščanje liposomov. Pri analizi liposomov se običajno osredotočimo na ključne 
parametre karakterizacije (shema 6) [14, 17–19]. 
 
Shema 6: Parametri karakterizacije liposomov 
1.2.1 Liposomska sestava 
Liposome lahko pripravimo iz različnih reagentov, ki jih razdelimo v naslednje skupine: 
• naravne fosfolipide, 





• lipide, ki vsebujejo polimer, 
• sintetične fosfolipide, 
• polimere, 
• sterole in 
• kationske lipide [19]. 
Uporabljena molekula tako vpliva na kemijske in fizikalne lastnosti liposomov, še 
posebej na temperaturo faznega prehoda [20]. 
1.2.1.1 Temperaturno odzivni liposomi 
Izbira uporabljenih fosfolipidov ima pomemben vpliv na učinkovitost dostave in v 
idealnem primeru pomeni uporabo manjše koncentracije zdravilne učinkovine v telesu. S 
primerno izbiro lahko tako reguliramo mesto liposomske sprostitve, ki temelji na 
parametrih, kot so pH, svetloba ali temperatura. Za uporabo v medicini so najprimernejši 
temperaturno-odzivni liposomi (TOL), ki so stabilni vse do telesne temperature. Ko 
liposome zaužijemo, se učinkovine sprostijo, saj so liposomi nad to temperaturo prepustni 
(shema 7). Liposomi so lahko tudi odzivni pri rahlo višji temperaturi, okoli 40 °C, in tako 
reagirajo šele na območju v telesu z lokalno višjo temperaturo. Na ta način je dostava v 
telesu minimalno invazivna in ima tudi minimalen vpliv na zdrava tkiva. Mešanica 
fosfolipidov, ki sem jo uporabila v tem magistrskem delu, spada v skupino 
temperaturno-odzivnih liposomov. Temperaturna odzivnost oz. temperatura faznega 
prehoda je odvisna od sestave, velikosti in lamelarnosti liposomov [21–23]. 
 
Shema 7: Shematski prikaz sprostitve TOL 
Pogosto uporabljen lipid pri tvorbi stabilnih liposomov je 
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin ali DPPC (shema 8) s temperaturo faznega 




prehoda 41,4 °C. Fazni prehod tako nastopi pri temperaturi okoli 42 °C. Molekula je 
pogosto komponenta v mešanici fosfolipidov pri sintezi TOL [17, 24]. 
 
Shema 8: Skeletna formula molekule DPPC 
Liposomsko sprostitev in s tem terapevtsko učinkovitost TOL dosežemo s temperaturo, 
ki je nekaj stopinj nad faznim prehodom. V magistrskem delu sem uporabila 
ThermoDox® formulacijo fosfolipidov DPPC, MSPC (shema 9) in DSPE-PEG2000 
(shema 10) v razmerju 86 : 10 : 4. Formulacija ima ozko okno faznega prehoda in 
omogoča hitro sprostitev liposoma. Prav tako je v farmaciji dobro poznana in dovoljena 
za uporabo. Osnova v mešanici je fosfolipid DPPC s koncentracijo 86 %. Prisotni delež 
MSPC rahlo zniža temperaturo faznega prehoda formulacije in omogoča lažje sproščanje 
zdravila. Vloga DSPE-PEG2000 v mešanici je ta, da poveča cirkulacijo liposomov v 
organizmu po načelu maskiranja liposomov pred imunskim sistemom in hkrati omogoča 
hitrejšo sprostitev liposomov ob dosegu tarčnega mesta [17, 24]. 
 
Shema 9: Skeletna formula molekule MSPC 
 
Shema 10: Skeletna formula molekule DSPE-PEG2000 
1.2.1.2 Uporaba lecitina 
Biološka alternativa sintetičnim fosfolipidom so naravni lecitini. Ti so varna različica, ki 
je primerna za uporabo v prehrambni industriji. Ta kompleksna mešanica je sestavljena 




iz fosfolipidov, trigliceridov, glikolipidov in drugih pomožnih snovi. Lecitin se 
najpogosteje izolira iz soje, sončnic, riža, repičnega olja, jajčnega rumenjaka ali mleka. 
Izvor le-tega vpliva na njegovo sestavo in fizikalno-kemijske lastnosti. Ugotovljeno je 
bilo, da je uporaba lecitina rastlinskega izvora mogoča tudi pri sintezi liposomov. Težava 
drugih, nerastlinskih različic je nestabilnost sintetiziranih liposomov. Kot najboljši za 
izdelavo teh sferičnih veziklov se je izkazal sojin lecitin, ki je najbolj ekonomična, varna 
in stabilna alternativa sintetičnim fosfolipidom [25, 26]. 
1.2.2 Velikost, porazdelitev velikosti in oblika delcev 
Informacijo o fizikalni stabilnosti delcev in kvaliteti pripravljenih liposomov dobimo z 
merjenjem porazdelitve velikosti delcev. Obliko, velikost in porazdelitev velikosti lahko 
dobro razločimo z elektronsko mikroskopijo, vendar metoda omogoča samo analizo suhih 
vzorcev, kar pa je zamudno za vsakodnevno rabo. Najpogosteje uporabljena tehnika za 
analizo velikosti je dinamično sipanje svetlobe (DLS), ki nam hitro poda dovolj natančen 
rezultat. Z analizo lahko učinkovito merimo velikosti delcev v razponu od 3 nm do 3 µm 
in za to porabimo le majhen volumen vzorca. Meri fluktuacije v intenziteti sipane svetlobe 
in nato na podlagi translatornih in rotacijskih difuzijskih koeficientov to korelira z 
velikostjo in obliko. Nanodelci imajo običajno razpon velikosti in oblik, kar podaja 
polidisperzni indeks (PDI). Manjši, kot ta je, bolj so si delci med seboj primerljivi. Težava 
DLS tehnike je, da slabo deluje pri polidisperznih vzorcih, ker se tam tvorijo 
agregati [14, 27]. 
1.2.3 Zeta potencial 
Zeta potencial predstavlja naboj celotnega liposoma in karakterizira stabilnost vzorca. Ta 
je lahko negativen, nevtralen ali pozitiven. Naboj povzroči odboj delcev med seboj in s 
tem prepreči agregacijo. Torej naboj, manjši od ‒30 mV ali večji od +30 mV, pomeni, da 
je vzorec stabilen. Fosfolipidni liposomi, katerih molekule so oblike iona dvojčka 
(nem. zwitterion), imajo nevtralen zeta potencial. Tvorba lipidnega dvosloja ter s tem 
organizacija polarnega in nepolarnega dela fosfolipidov skupaj prispevata k 
površinskemu naboju. Vključen je tudi prispevek vodnih molekul in drugih prisotnih 
spojin [14, 28]. 
Najpogosteje uporabljene metode merjenja zeta potenciala temeljijo na sipanju svetlobe. 
Pri takšni analizi se pod vplivom zunanje napetosti liposomi začnejo gibati. Njihova 
mobilnost je sorazmerna s fluktuacijami sipane svetlobe in posledično tudi z nabojem na 
površini [14]. 




Analiza vzorcev z elektromigracijskimi tehnikami, kot je SDS-PAGE, deluje na osnovi 
zeta potenciala. Liposomi z nevtralnimi fosfolipidnimi molekulami ob prisotnosti 
napetosti potujejo proti pozitivni elektrodi zaradi adsorpcije površinskih polarizabilnih 
ionov. Zeta potencial tako ni takšen, kot bi pričakovali, ampak se spremeni pod vplivom 
kemijskih lastnosti [28]. 
1.2.4 Lamelarnost 
Liposomi nastanejo spontano med hidratacijo z vodno raztopino iz več naloženih plasti 
lipidnih dvoslojev. Tako nastali so običajno sestavljeni iz več kot ene lipidne plasti in jim 
rečemo, da so multilamelarni. Sloji so lahko koncentrični ali ne. S tehnikami, kot so 
membranska ekstruzija, uporaba ultrazvoka, sonifikacija itd., lahko zunanje dvoslojne 
plasti razbijemo in nastane več manjših unilamelarnih liposomov. Na lamelarnost med 
hidratacijo vplivajo strižne sile. Manj, ko jih je prisotnih, bolj definirani unilamelarni 
vezilkli bodo nastali. NMR analiza je učinkovita tehnika za ugotavljanje lamelarnosti 
liposomov [15, 29, 30]. 
1.2.5 Učinkovitost enkapsulacije 
Učinkovitost enkapsulacije nam pove maksimalno količino zdravilne učinkovine, ki jo 
lahko vgradimo v liposom. Nanjo vplivajo tako lastnosti liposoma kot tudi molekul, ki 
jih želimo vgraditi. Med pomembne parametre, ki vplivajo na enkapsulacijo, sodijo: 
• hidrofilne oz. hidrofobne lastnosti enkapsulirane molekule in s tem prisotne 
elektrostatske interakcije, 
• volumen vodne faze, ki jo uporabimo za hidratacijo, 
• rigidnost membrane, ki je odvisna od fosfolipidov, 
• velikost površine liposoma in 
• metoda priprave [31]. 
 
Obstaja veliko sinteznih metod priprave liposomov. Pri vseh sinteznih poteh je 
pomembna temperatura, ki mora biti višja od temperature faznega prehoda lipida. Metode 
so v literaturi razdeljene v kategorije na različne načine. Največkrat citirana razdelitev 
loči klasično metodo od drugih, te pa deli naprej na mehanske metode, metode disperzije 
v topilu in metode odstranjevanja neenkapsuliranega materiala (shema 11) [29]. 





Shema 11: Razdelitev sinteznih metod 
Prva in še vedno najpomembnejša sintezna pot do liposomov je metoda hidratacije 
lipidnega filma (HLF metoda). Pomembna je predvsem za laboratorijsko raziskovalno 
delo in kot končni vzorec omogoča monodisperzne in stabilne liposome. Zaradi 
zamudnosti te sintezne poti se pogosto uporablja tudi metoda injiciranja etanolne 
raztopine (EI metoda). Slednja je primerna za razširitev na industrijsko skalo, saj je precej 
preprostejša, ne zahteva organskih topil in drage opreme. Obe metodi imata določene 




prednosti in slabosti (shema 12), zato sem pri svojem raziskovalnem delu pripravila 
liposome na oba načina. 
 
Shema 12: Prednosti in slabosti HLF in EI metode 
Klasična in najbolj uporabljena je metoda hidratacije lipidnega filma (Bangham oz. HLF 
metoda), pri čemer dobro posušen film lipidnega dvosloja hidratiramo z vodno raztopino 
[32]. Nastanejo multilamelarni vezikli, ki so heterogeni. Z uporabo ekstruzije ali 
sonifikacije lahko te vezikle razbijemo in nastanejo unilamelarni. Metoda je primerna le 
za laboratorijsko uporabo, saj je že sinteza na majhni skali časovno zamudna in ne 
omogoča zelo učinkovite enkapsulacije [15, 20]. 
Ena izmed pomembnejših tipov sinteze liposomov je tudi metoda injiciranja etanolne 
raztopine fosfolipidov v vodno fazo (EI metoda). Proizvodnja na ta način je industrijsko 
primernejša, saj je hitrejša in preprostejša kot klasična metoda. Sinteza poteka tako, da se 
v vodno raztopino med intenzivnim mešanjem injicira etanolna raztopina fosfolipidov. 
Nastanejo liposomi, ki so unilamelarni. Slabosti te metode sta slaba topnost nekaterih 
fosfolipidov v etanolu in slabša enkapsulacija hidrofilnih molekul. Ob koncu sinteze je 
potreben tudi dodaten korak (npr. dializa) za odstranitev etanola iz zmesi [15, 30]. 
Liposomi so pogosto uporabljeni sistemi za enkapsulacijo zdravilnih učinkovin. Prednosti 
vgraditve sta zaščita aktivnih molekul in tarčna dostava v telesu. Pomembna značilnost 
liposomov je tudi to, da lahko sočasno vgradimo dve vrsti molekul z različno topnostjo. 
V farmaciji so se izkazali obetavni predvsem na področju dostave v specifični del telesa, 
zdravljenje rakavih obolenj in genske terapije. Zanimanje v prehrambni industriji temelji 

























nutracevtskih prehranskih dopolnil ..., hkrati pa predstavlja zaščito pred encimskimi in 
kemijskimi spremembami molekul. Uporaba liposomov v kozmetiki je posledica 
podobnosti med fosfolipidnimi plastmi in membrano celic, kar ugodno vpliva na 
učinkovitost izdelkov [30, 33]. 
Velikostno izključitvena kromatografija je nedestruktivna metoda, ki se pogosto 
uporablja za ločitev liposomov glede na njihovo velikost in za ločitev veziklov od 
ostalega neenkapsuliranega materiala. Kromatografska kolona je napolnjena s poroznim 
in inertnim materialom, ki vpliva na lastnosti gela in uspešnost ločbe. Potovanje delcev 
skozi kromatografsko kolono je odvisno predvsem od velikosti in oblike, v manjši meri 
pa tudi od fleksibilnosti in rigidnosti lipidnega dvosloja. Dobljene frakcije se lahko nato 
analizirajo z metodami, kot je DLS, ki poda kot rezultat velikost delcev. Na ta način lahko 
ugotovimo učinkovitost enkapsulacije zdravilne učinkovine [34, 35]. 
1.2.6 Stabilnost 
Ena izmed najpomembnejših značilnosti liposomov je njihova stabilnost. Liposomi so 
fizikalno stabilnejši, če je dvosloj rigiden in zaukrivljenost optimalna. Kemijska 
stabilnost opiše učinkovitost enkapsulacije v različnih kemijskih okoljih, koloidna 
stabilnost pa kontrolira sposobnost ohranitve oblike in velikosti liposomov med 
shranjevanjem. Vse te značilnosti so ključne za sintezo liposomov. Liposomi so lahko 
destabilizirani prek oksidacije lipidne dvoplasti ali hidrolize esterskih vezi. Raziskave so 
pokazale, da enkapsulirane molekule v notranjosti ne vplivajo na liposomsko stabilnost 
[30, 36]. 
1.3 Molekulsko modeliranje liposomske enkapsulacije 
Uspešnost vgraditve zdravilne učinkovine v liposom temelji na nekovalentnih 
interakcijah med obema uporabljenima molekulama. Poznavanje teh bi pripomoglo k 
razumevanju strukturnih in reaktivnih lastnosti molekul. Interakcije bi tako nakazale 
teoretično mesto vezave 10-HDA, molekule matičnega mlečka z največjo biološko 
aktivnostjo. Za študij interakcij med dvema molekulama se pogosto uporabljajo metode 
molekulskega modeliranja. Zaradi kompleksnosti molekul sem se pri svojem delu 
osredotočila le na semiempirično parametrično metodo 3 (PM3). 
Do semiempiričnih metod pridemo s poenostavitvijo Hartree-Fockovih enačb ali teorije 
gostotnega funkcionala. Izračuni so tako nekaj velikostnih razredov hitrejši od ab inito 
metod in so zelo numerično učinkoviti, imajo pa omejeno natančnost. Zaradi 
poenostavitev se morajo namesto določenih integralov uvesti empirični parametri. 




Semiempirične metode se uporabljajo predvsem pri biomolekularnih sistemih z velikim 
številom molekul, saj učinkovito opišejo strukturo, dinamične lastnosti in reaktivnost. 
PM3 spada med metode zanemarjenja dvoatomskega diferencialnega prekrivanja ali med 
NDDO metode, torej temelji na poenostavitvah Hartree-Fockovih enačb. Uporablja 
minimalni bazni set in sočasno poveča učinkovitost metode za 100–1000 glede na ab intio 
in DFT metode (teorija gostotnega funkcionala). Slabost te metode je, da ob uporabi 
minimalnega baznega seta lahko pride do napake v polarizabilnosti elektronov, Van der 
Waalsovih interakcijah in vodikovih vezeh, druge poenostavitve pa lahko povzročijo 
napako v izračunih neveznih interakcij [37,38]. 
1.4 Liposomska enkapsulacija čebeljih proizvodov 
Liposomska enkapsulacija je področje, za katerega se zanimajo raziskovalci različnih 
smeri. Uporaba liposomov se je zato razširila tudi na področje čebeljih izdelkov. Z 
uporabo prirejene metode injiciranja etanolne raztopine so poskušali enkapsulirati 
propolis. Na ta način ga lahko zaščitimo pred obarjanjem in agregacijo. Raziskava je 
pokazala, da ima pripravljen vzorec tako enako visok antioksidantni vpliv kot propolis. 
Raziskana je bila tudi hipoteza, da uporaba liposomov kot dostavljalni sistem lahko 
izboljša vnos v celico in s tem aktivnost učinkovine [39, 40]. 
Znanih je tudi nekaj poskusov enkapsuliranja čebeljega strupa na področju imunoterapije. 
Težava te vgraditve je, da dve komponenti strupa razgradita fosfolipidno membrano. Z 
deaktivacijo teh dveh spojin so tako nastali liposomi stabilni in kažejo na obetavno 
področje pri zdravljenju čebeljih alergij [41]. 
Na tržišču je že nekaj izdelkov, ki naj bi vsebovali liposomski matični mleček, vendar 
strokovna literatura na to tematiko še ni dodelana. Ker čebelji produkti kažejo številne 
pozitivne vplive na človeško zdravje, je pomembno, da se postopek tako pripravljene 
učinkovine dobro opiše in končni izdelek okarakterizira. 
  










2 Namen dela  
Uživanje matičnega mlečka ima številne pozitivne učinke na zdravje. Svež matični 
mleček je najučinkovitejši, težavna pa je njegova stabilnost. Za povečanje stabilnosti 
določenih aktivnih učinkovin se v industriji uporablja metoda enkapsulacije v 
biokompatibilne matrice. Eden izmed pomembnejših izzivov farmacevtske, prehrambne 
in kozmetične industrije je razvoj inovativnih dostavljalnih sistemov, ki izboljšajo 
biodostopnost zdravilnih učinkovin v človeškem telesu. Liposomi so po strukturi zelo 
podobni celični membrani in zato so skupaj z njihovo sposobnostjo vgraditve molekul 
uvrščeni med najobetavnejše dostavljavce v telesu. Njihova dodatna prednost je, da so 
sposobni enkapsulirati tako lipofilne kot hidrofilne učinkovine in jih tarčno dostaviti v 
specifični del telesa. Liposomi, ki so sestavljeni iz biokompatibilnih fosfolipidov, veljajo 
tako za enega izmed najučinkovitejših sistemov na tem področju.  
Namen mojega magistrskega dela je torej priprava stabilnih liposomov, ki bodo vsebovali 
matični mleček. Ključna je tudi ločitev tvorjenih liposomov od preostale reakcijske 
mešanice. Za izolacijo teh bom uporabila velikostno izključitveno kromatografijo. 
Učinkovitost enkapsulacije 10-HDA v DPPC liposom bom teoretično raziskala z 
molekulskim modeliranjem interakcije med obema molekulama. Vgraditev matičnega 
mlečka v sintetizirane liposome bom nato določala specifično prek 
10-hidroksi-2-decenojske kisline (10-HDA), najpomembnejše učinkovine matičnega 
mlečka, in nespecifično prek proteinskega profila. Naredila bom primerjavo med čistim 
matičnim mlečkom ter vsebnostjo 10-HDA in proteinov v liposomih. 
Do sedaj je bilo v literaturi moč zaslediti le majhno število objav na področju priprave 
liposomskih izdelkov na osnovi čebeljih produktov, kar nakazuje na še neraziskano 
področje z velikim potencialom za publikacije v uglednih znanstvenih revijah in za prenos 
tega znanja na trg. Zato je namen mojega raziskovalnega dela razviti nove postopke za 
pripravo vodotopnih, liposomskih formulacij matičnega mlečka. Pri delu je ključen tudi 
poudarek na implementaciji surovin, ki so dovoljene za uporabo v prehrambni industriji, 
in metod, ki so dovolj preproste za proizvodnjo na industrijski ravni. 
  











3 Eksperimentalni del 
Pri svojem delu sem upoštevala pravila za varno delo v laboratoriju, zato sem vedno 
uporabljala zaščitno haljo, očala in rokavice ter pazila, da s svojim delom nisem ogrožala 
sebe in drugih izvajalcev v prostoru. Pred začetkom eksperimentalnega dela sem se prav 
tako poučila o uporabljenih aparaturah in kemikalijah. 
Del raziskovalnega dela v okviru magistrskega dela sem opravila na Institutu 
»Jožef Stefan« na Odseku za nanostrukturne materiale, del pa v podjetju Medex d. o. o. 
na Oddelku za raziskave in razvoj. 
3.1 Seznam uporabljenih kemikalij in aparatur 
3.1.1 Seznam uporabljenih kemikalij 
Pri laboratorijskem delu sem uporabila kemikalije, ki so zbrane v tabeli 1:  
Tabela 1: Seznam uporabljenih kemikalij  
Kemikalija Proizvajalec 
2-merkaptoetanol Aldrich 
Amonijev persulfat (98 %) Sigma-Aldrich 
Amonijev sulfat Sigma 
Coomassie Brilliant Blue FCF G-250 Sigma 
DPPC Sigma-Aldrich 
DSPE-PEG2000 Sigma-Aldrich 
Etanol (100 %, brezvodni) Carlo Erba 
Etilendiamintetraocetna kislina Sigma-Aldrich 
Formaldehid (37% vodna raztopina) Sigma-Aldrich 
Glicerol Kemika 
Glicin (HPLC, ≥ 99 %) Sigma 
Glutaraldehid (̴ 50 % vodna raztopina) Sigma-Aldrich 
HCl (37 %) Merck 
Kloroform Carlo Erba 
LeciFis SUN HP IPM Fishmer Lecithin 




LIPOID P 45 Lipoid 
LIPOID P 75 Lipoid 
Matični mleček Medex 
MSPC Sigma-Aldrich 
N,N,N',N'-tetrametilendiamin (≥ 99 %) Sigma 
N,N'-metilenbisakrilamid (elektroforeza) Sigma 
Natrijev dodecilsulfat (≥ 98,5 %) Sigma-Aldrich 
Natrijev karbonat Honeywell Fluka 
Natrijev tiosulfat (0,1 M raztopina) Fluka 
Ocetna kislina (99–100 %) LabExpert 
Precision Plus ProteinTM Dual Xtra Standards Bio-Rad 
Srebrov nitrat (≥ 99,8 %) Sigma-Aldrich 
Tricin Sigma 
Tris Sigma 
Triton X-100 Fischer Scientific 
Pri delu sem ves čas uporabljala ultra čisto Milli-Q vodo.  
3.1.2 Seznam uporabljenih aparatur 
Pri sintezi in analizi vzorcev sem uporabila naslednje aparature: 
• analitsko tehtnico Mettler Toledo AT261, 
• avtomatske pipete Brand, 
• rotacijski uparjalnik Büchi Rotavapor R-100 z vodno kopeljo Büchi B-100,  
• magnetno mešalo LLG-RCT standard, 
• ultrazvočno kopel ISKRA Sonis 4, 
• ultrazvočno enoto SONICS Vibra cell VC-505, 
• filtre Sartorius Minisart 0,8 µm, 
• elektroforezni sistem Thermo Fischer Scientific Mini Gel Tank in PowerEase 
90 W, 
• analizator za določanje hidrodinamske velikosti delcev z metodo dinamičnega 
sipanja svetlobe (DLS; angl. dynamic light scattering) in merjenje zeta potenciala, 
Brookhaven Instruments Corporation ZetaPALS, 
• pH meter Mettler Toledo, 
• membranski ekstruder Avanti Polar Lipids Mini-Extruder, 
• filtrirne papirje Whatman, 




• membrane Whatman Nuclepore Track-Etched Membranes, velikosti 0,8, 0,2 in 
0,1 µm, 
• transmisijski elektronski mikroskop (Jeol 2100), 
• kolono za velikostno izključitveno kromatografijo PD-100 (Sephadex G-25, 
GE Healthcare), 
• separacijski modul za HPLC Agilent 1100 Series, 
• UV detektor za HPLC Agilent 1100 Series, 
• UZ kopel za HPLC Iskra Pio Sonis, 
• kromatografsko kolono Waters Spherisorb ODS-2 z velikostjo delcev 5 µm in 
dimenzijami 150 x 4,6 mm, 
• filtre PTFE 0,45 µm, 
• vibracijski mešalnik Domel VibroMix10 Vortex in 
• stresalnik WiseBath, Wisd. 
3.1.3 Seznam uporabljenih računalniških programov 
Pri raziskovalnem delu sem za molekulsko modeliranje uporabila računalniški program 
Spartan'14 (Wavefunction, Inc.).  
Za potrebe kvantitativne analize proteinov sem uporabila računalniški program Quantity 
One (Bio-Rad Laboratories, Inc.). 
3.2 Molekulsko modeliranje liposomske enkapsulacije 
Dobra osnova za začetek laboratorijskega dela je razumevanje, kakšna je interakcija med 
molekulama 10-HDA in DPPC. S tem namenom sem delo začela z molekulskim 
modeliranjem interakcije med molekulama in ugotavljanjem teoretičnega mesta vezave 
10-HDA v liposom. 
3.2.1 Konformacijska analiza molekule 10-HDA 
Strukturo 10-HDA sem uvozila iz podatkovne baze PubChem [42]. Molekulo sem nato 
minimizirala z mehanskim poljem sil in izvedla geometrijsko optimizacijo z uporabo 
semiempirične PM3 metode.  
3.2.2 Konformacijska analiza molekule DPPC 
Strukturo DPPC sem prav tako uvozila iz podatkovne baze PubChem [43]. Rezultat 
geometrijske optimizacije DPPC je bila molekula z neprimerno geometrijo, zato sem jo 




prilagodila. Ker konformacijska analiza ni bila mogoča, sem jo rotirala okoli šestih 
torzijskih kotov ročno, dokler nisem dobila ugodne konformacije za tvorbo liposoma. 
Energijo te molekule sem izračunala s semiempirično PM3 metodo. 
3.2.3 Molekulsko modeliranje interakcije med molekulama 10-HDA in DPPC 
Preizkusila sem različne medsebojne orientacije molekul 10-HDA in DPPC ter izračunala 
skupno energijo s semiempirično metodo PM3. Izbrala sem najugodnejšo interakcijo in 
spreminjala razdaljo med dušikovim atomom v molekuli DPPC in karbonilnim kisikom 
v molekuli 10-HDA. Ponovno sem energijo računala s semiempirično PM3 metodo. 
3.3 Karakterizacija matičnega mlečka 
3.3.1 Specifikacija matičnega mlečka 
Karakterizacija je bila narejena v podjetju Medex d. o. o. V specifikacijo je bila vključena 
fizikalno-kemijska, mikrobiološka in antibiotična analiza ter določanje gensko 
spremenjenih organizmov (GMOs). 
3.3.2 Vpliv koncentracije matičnega mlečka na pH raztopine 
Pripravila sem raztopine matičnega mlečka s koncentracijami 1, 0,5, 0,25, 0,1, 0,025 in 
0,017 g/mL ter jim takoj po pripravi pomerila pH.  
3.4 Optimizacija priprave liposomov 
Raztopine fosfolipidov v kloroformu sem shranjevala v zamrzovalniku, vse vzorce in 
druge raztopine pa sem shranjevala v hladilniku. 
Liposome sem pripravila po dveh uveljavljenih sinteznih poteh: 
• sintezi liposomov z metodo hidratacije lipidnega filma oz. metodo HLF in 
• sintezi liposomov z metodo injiciranja etanolne raztopine fosfolipidov v vodno 
fazo oz. metodo EI. 
Sočasno sem pripravila dve paralelki vseh vzorcev, takšnih, ki vsebujejo matični mleček 
in tudi prazne liposome. Zadnji predstavljajo slepi vzorec, ki ga potrebujem za primerjavo 
rezultatov.  




3.4.1 Sinteza liposomov z metodo hidratacije lipidnega filma (HLF metoda) 
Pri pripravi liposomov sem uporabila fosfolipid DPPC, mešanico fosfolipidov (v masnem 
razmerju DPPC : MSPC : DSPE-PEG2000 = 86 : 10 : 4), ki tvorijo temperaturno-odzivne 
liposome (TOL), lecitin LeciFis SUN HP IPM, lecitin LIPOID P 45 in lecitin 
LIPOID P 75. 
Pri delu sem uporabila dve različici sojinega lecitina, LIPOID P 45 in LIPOID P 75, ki se 
razlikujeta po vsebnosti fosfatidilholina. Obe mešanici sta sestavljeni iz večjih 
rumeno-rjavih aglomeratov, občutljivih na vlago in zahtevata shranjevanje na –20 ± 5 °C. 
V specifikacijah proizvajalca je navedeno, da uporabljeni LIPOID P 45 vsebuje: 
• 45 % fosfatidilholina, 
• 10 % lizofosfatidilholina, 
• 7–15 % fosfatidiletanolamina in 
• maščobne kisline: palmitinsko, stearinsko, oleinsko, linoleinsko in linolensko. 
Specifikacije navajajo, da uporabljeni LIPOID P 75 vsebuje: 
• 68‒73 % fosfatidilholina, 
• 10 % lizofosfatidilholina, 
• 5‒10 % fosfatidiletanolamina in 
• maščobne kisline: palmitinsko, stearinsko, oleinsko, linoleinsko in linolensko. 
LeciFis SUN HP IPM je sončnični lecitin, ki se uporablja kot alternativa sojinemu. 
Negova pomembna prednost je ta, da ne vsebuje alergenov. Ima številne uporabe, kot so 
npr. vloga emulgatorja, surfaktanta, stabilizatorja, antioksidanta … Uporabljena mešanica 
je nestabilna na svetlobi in zahteva shranjevanje pri temperaturi, nižji od 25 °C. 
Specifikacija lecitina LeciFis SUN HP IPM, pridobljena od proizvajalca, je bila 
pomanjkljiva. 
 
Shema 13: Shematski prikaz metode HLF 




Po metodi HLF (shema 13) sem v 50 mL bučki pripravila 2 mL raztopine fosfolipidov s 
skupno koncentracijo 5 mM. Bučko sem nato namestila na rotavapor in postopoma 
zmanjševala tlak. Bučka je bila potopljena v vodno kopel s temperaturo 40 °C. Ko je 
odparilo vso topilo, je nastal tanek lipidni film na stenah bučke, ki sem ga nato sušila 
60 min.  
Pripravi lipidnega filma je sledila hidratacija z raztopino matičnega mlečka. Bučko sem 
potopila v vodno kopel rotavaporja s temperaturo 60 °C in mešala 30 min. Pri vseh 
uporabljenih fosfolipidih sem pripravila tudi slepi vzorec, kjer sem film hidratirala z 2 mL 
240 mM (NH4)2SO4, ki sem ga pred dodatkom sveže filtrirala skozi 0,8 µm filter. V tej 
stopnji sinteze so nastali veliki, polidisperzni in multilamelarni liposomi.  
V zadnji stopnji sledi ekstruzija, kjer sem vzorec potiskala skozi membrane različnih 
velikosti, ki so bile vpete v ekstruder (slika 1). Ta je bil segret na 60 °C, potiskanje pa je 
sledilo zaporedju: 
• 20-krat skozi 0,8 µm membrano, 
• 15-krat skozi 0,2 µm membrano in 
• 5-krat skozi 0,1 µm membrano. 
Z uporabo ekstruderja so nastali majhni, monodisperzni in unilamelarni liposomi.  
 
Slika 1: Ekstruder med segrevanjem na izbrano temperaturo 
3.4.1.1 Vpliv filtracije matičnega mlečka na tvorbo liposomov 
Pri sintezi po metodi HLF poteka hidratacija z raztopino matičnega mlečka. 2 mL 
raztopine matičnega mlečka sem tik pred dodatkom v bučko filtrirala skozi 0,8 µm filter. 
Ob tem se je vzorec močno penil in veliko ga je ostalo na filtru. Sčasoma se je filter 




zamašil in filtracija ni bila izvedljiva. Ekstruzija tako pripravljenega vzorca skozi 
membrano je bila lahka pri liposomih z DPPC in pri liposomih z mešanico fosfolipidov. 
Sočasno sem pripravila tudi liposome, kjer sem lipidno plast hidratirala z nefiltriranim 
matičnim mlečkom. V naslednji stopnji je bila ekstruzija težka tako pri liposomih z DPPC 
kot tudi pri liposomih z mešanico fosfolipidov. Vsem vzorcem sem pomerila pH, velikost 
delcev z metodo DLS in zeta potencial. 
Vsem omenjenim vzorcem, razen tistim s filtriranim matičnim mlečkom, je nato sledila 
analiza s transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM).  
3.4.1.2 Optimalna koncentracija matičnega mlečka 
Pripravljene suspenzije matičnega mlečka v vodi s koncentracijami: 
• 1, 
• 0,5  
• 0,25, 
• 0,10, 
• 0,025 in  
• 0,017 g/mL 
sem uporabila za optimizacijo hidratacije lipidne plasti. Vzorce sem pripravila po metodi 
HLF, pri čemer poleg koncentracije nisem spreminjala drugih parametrov. Končnim 
vzorcem sem pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta potencial. 
3.4.1.3 Sinteza liposomov z lecitinom 
Sinteza liposomov z uporabo lecitina je bila enaka HLF metodi. Namesto DPPC ali 
mešanice fosfolipidov sem tako uporabila tri vrste lecitinov: 
• sojin lecitin LIPOID P 45, 
• sojin lecitin LIPOID P 75 in 
• sončnični lecitin LeciFis SUN HP IPM. 
Lipidno plast pri uporabi LeciFis SUN HP IPM je predstavljal obroč rumenih kristalov, 
pri drugih dveh lecitinih pa je bila lipidna plast enakomerna in tanka. Lipidne plasti sem 
hidratirala z 2 mL 17 mg/mL raztopino matičnega mlečka in vzporedno z 240 mM 
(NH4)2SO4. Sledila je ekstruzija skozi membrane različnih velikosti. Ta je bila pri slepih 
vzorcih preprosta, pri vzorcih z matičnim mlečkom pa je bila mogoča le skozi 0,8 µm 
membrano. Pri sintezah z matičnim mlečkom so bile velike izgube zaradi oborine na 
stenah bučk. Končnim vzorcem sem pomerila pH in velikost delcev z metodo DLS. 




3.4.2 Sinteza liposomov z metodo injiciranja etanolne raztopine fosfolipidov v vodno 
fazo (EI metoda) 
Po metodi EI (shema 14) sem etanolno raztopino lecitina LIPOID P 45 s koncentracijo 
10 mg/mL segrela na 50 °C v ultrazvočni kopeli. Vodno raztopino matičnega mlečka sem 
segrela na 60 °C in ji med intenzivnim mešanjem s pomočjo injekcijske brizge injicirala 
raztopino fosfolipidov. Raztopino sem intenzivno mešala še 5 min. 
 
Shema 14: Shematski prikaz metode EI 
3.4.2.1 Etanolne raztopine lecitinov 
Pripravila sem etanolne raztopine obeh sojinih lecitinov LIPOID P 45 in LIPOID P 75 ter 
sončničnega lecitina LeciFis SUN HP IPM s koncentracijo 10 mg/mL. Te sem nato 
uporabila pri pripravi liposomov po metodi EI. 
3.4.2.2 Optimizacija mešanja raztopine matičnega mlečka 
Vodno raztopino matičnega mlečka sem segrela na 60 °C na tri načine: 
• raztopino sem segrela na vodni kopeli in vanjo nato ob močnem mešanju na 
magnetnem mešalu injicirala raztopino fosfolipidov; 
• raztopino sem segrela v ultrazvočni kopeli in vanjo nato injicirala raztopino 
fosfolipidov; 
• raztopino sem segrela v vodni kopeli in jo nato tik pred injiciranjem raztopine 
fosfolipidov postavila v SONICS ultrazvočno enoto. 
Etanolno raztopino LIPOID P 45 (10 mg/mL) sem v ultrazvočni kopeli segrela na 50 °C 
in 1 mL raztopine s siringo hitro injicirala v 4 mL vodne raztopine matičnega mlečka s 
koncentracijo 17 mg/mL. Zmes sem intenzivno mešala 5 min.  




Vzporedno sem pripravila tudi slepe vzorce, kjer sem namesto raztopine matičnega 
mlečka uporabila ultra čisto Milli-Q vodo. 
Vsem vzorcem sem pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta potencial.  
3.4.2.3 Optimizacija hitrosti injiciranja raztopine LIPOID P 45 
Pri optimizaciji hitrosti injiciranja raztopine LIPOID P 45 sem vse parametre razen 
hitrosti dodajanja ohranila enake. 4 mL vodne raztopine matičnega mlečka s 
koncentracijo 17 mg/mL sem segrela v vodni kopeli na 60 °C in intenzivno mešala na 
magnetnem mešalu.  
1 mL etanolne raztopine LIPOID P 45 sem injicirala z injekcijsko siringo na dva načina: 
• hitro oz. s hitrostjo 1 mL/s ali 
• počasi oz. s hitrostjo 1 kapljica/2 s. 
Sočasno sem pripravila tudi slepe vzorce, pri čemer sem namesto vodne raztopine 
matičnega mlečka uporabila ultra čisto Milli-Q vodo.  
Vzorcem sem nato pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta potencial. 
3.4.2.4 Optimalna koncentracija matičnega mlečka 
Vzorce sem pripravila po metodi EI, pri čemer poleg koncentracije raztopine matičnega 
mlečka nisem spreminjala drugih parametrov. 4 mL raztopine matičnega mlečka sem 
segrela na 60 °C v vodni kopeli in 1 mL etanolne raztopine fosfolipida injicirala hitro. 
Uporabila sem raztopine matičnega mlečka s koncentracijami 10, 17 in 24 mg/mL. 
Končnim vzorcem sem pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta potencial. 
3.4.2.5 Optimizacija razmerja EtOH : voda 
Vzorce sem pripravila po metodi EI. Ohranjala sem skupni volumen 5 mL, končno 
koncentracijo lecitina LIPOID P 45 (3,3 mg/mL etanola) in matičnega mlečka (10 mg/mL 
vode) v vzorcu, spreminjala pa sem razmerje med etanolom in vodo v končnem vzorcu. 
Volumen raztopine matičnega mlečka in volumen raztopine LIPOID P 45 sem prilagodila 
tako, da sem na koncu dobila raztopine, ki so vsebovale  0-, 5-, 10-, 20-, 30- in 50-odstotni 
delež etanola. Uporabila sem ultra čisto Milli-Q vodo.  
Izbrani volumen raztopine matičnega mlečka sem segrela na 60 °C v vodni kopeli in 
intenzivno mešala na magnetnem mešalu. Izračunani volumen etanolne raztopine lecitina 
sem nato injicirala hitro.  




Sočasno sem pripravila tudi slepe vzorce, pri čemer sem namesto vodne raztopine 
matičnega mlečka uporabila ultra čisto Milli-Q vodo.  
Posamično sem vsakemu vzorcu nato izmerila pH z uporabo namiznega merilnika tako, 
da sem njegovo elektrodo pomočila v vialo s končnim produktom. 
Vzorcem sem prav tako pomerila velikost delcev z metodo DLS in zeta potencial. 
3.4.3 Velikostno izključitvena kromatografija (SEC) 
Z velikostno izključitveno kromatografijo sem analizirala vzorec, ki je bil pripravljen po 
HLF metodi z 2 mL LIPOID P 45 (3,3 mg/mL) in 2 mL raztopine matičnega mlečka s 
koncentracijo 17 mg/mL. 
 
Slika 2: Izvedba SEC 
PD-10 kolono sem vpela na trinožno stojalo in pod njo postavila stojalo z 
mikrocentrifugirkami (slika 2). Na omočeno PD-10 kolono sem nanesla 1 mL vzorca in 
nato postopoma dodajala ultra čisto Milli-Q vodo. Zbirala sem 1 mL frakcije, ki sem jim 
nato pomerila velikost delcev z metodo DLS. 




3.5 Priprava končnih vzorcev 
3.5.1 Sinteza končnih liposomov z metodo hidratacije lipidnega filma (HLF metoda) 
Pred začetkom dela sem pripravila: 
• raztopino fosfolipida DPPC v kloroformu s koncentracijo 10 mg/mL, 
• raztopino lecitina LIPOID P 45 v kloroformu s koncentracijo 3,3 mg/mL, 
• raztopino matičnega mlečka v ultra čisti Milli-Q vodi s koncentracijo 10 mg/mL 
(vzorec MM) in 
• 240 mM raztopino (NH4)2SO4 v ultra čisti Milli-Q vodi. 
3.5.1.1 Liposomi z DPPC in pufrom 
735 µL pripravljene raztopine DPPC (10 mg/mL) sem odmerila v 50 mL bučko in dodala 
1,265 mL kloroforma. Bučko sem pritrdila na rotavapor in jo potopila v vodno kopel s 
temperaturo 40 °C. Na rotavaporju sem postopoma zmanjševala tlak, dokler ni nastal 
enakomeren, tanek lipidni film. Tega sem nato sušila 60 min. 
Nastali lipidni film sem hidratirala z 2 mL pripravljene raztopine (NH4)2SO4 (240 mM) 
in vpela nazaj na rotavapor. Bučko sem potopila v vodno kopel s temperaturo 60 °C in 
mešala 30 min.  
Zadnja stopnja sinteze je bila ekstruzija, kjer sem vzorec potiskala dvajsetkrat skozi 
0,8 µm, petnajstkrat skozi 0,2 µm in petkrat skozi 0,1 µm membrano. Ekstruder je bil 
medtem segret na 60 °C.  
S sintezo sem dobila vzorec z imenom DPPC-1. 
3.5.1.2 Liposomi z DPPC in matičnim mlečkom 
V 50 mL bučko sem odmerila 735 µL pripravljene raztopine DPPC (10 mg/mL) in dodala 
1,265 mL kloroforma. Bučko sem pritrdila na rotavapor in jo potopila v vodno kopel, ki 
je imela temperaturo 40 °C. Na rotavaporju sem postopoma zmanjševala tlak, dokler ni 
odparilo vso topilo. Nastal je tanek in homogen lipidni film na steni bučke, ki sem ga nato 
sušila 60 min.  
Pripravi lipidnega filma je sledila hidratacija s pripravljeno raztopino matičnega mlečka 
(10 mg/mL). V bučko sem dodala 2 mL raztopine, jo potopila v vodno kopel rotavaporja 
s temperaturo 60 °C in mešala 30 min.  




Zadnja stopnja sinteze je bila ekstruzija, pri čemer sem vzorec potiskala 20-krat skozi 
0,8 µm membrano. Skozi drugi dve membrani ekstruzija ni bila mogoča. Ekstruder je bil 
segret na 60 °C. 
Postopek sem ponovila in tako sem pridobila dva vzorca. Vzorec MM-DPPC-2 sem 
ohranila, medtem ko sem 1 mL drugega vzorca z imenom MM-DPPC-3 spustila skozi 
PD-10 kolono in zbirala frakcije. Na ta način sem liposome ločila od preostale mešanice 
v vzorcu. Dobila sem 8 frakcij, ki sem jim pomerila velikost delcev z DLS metodo. Na 
osnovi rezultatov sem združila frakcije 3‒5 in tako dobila vzorec MM-DPPC-3-f. 
3.5.1.3 Liposomi z LIPOID P 45 in pufrom 
2 mL pripravljene raztopine LIPOID P 45 (3,3 mg/mL) sem dodala v 50 mL bučko in jo 
vpela na rotavapor. Bučko sem potopila v vodno kopel s temperaturo 40 °C. Postopoma 
sem zmanjševala tlak tako, da je nastal tanek in homogen lipidni film, nato pa sem le-tega 
sušila 60 min. 
V naslednji stopnji sem nastalo lipidno plast hidratirala z 2 mL 240 mM raztopine 
(NH4)2SO4. Bučko sem vpela nazaj v rotavapor in potopila v vodno kopel s temperaturo 
60 °C. Vklopila sem vrtenje in pustila mešati 30 min.  
Zadnja stopnja je bila ekstruzija, pri čemer sem vzorec potiskala skozi membrane 
velikosti 0,8 µm, 0,2 µm in 0,1 µm. Ekstruder je bil medtem segret na 60 °C. 
Dobila sem vzorec z imenom P45-1. 
3.5.1.4 Liposomi z LIPOID P 45 in matičnim mlečkom 
V 50 mL bučko sem odmerila 2 mL pripravljene raztopine LIPOID P 45 (3,3 mg/mL) in 
bučko pritrdila na rotavapor. To sem potopila v vodno kopel, ki je imela temperaturo 
40 °C. Na rotavaporju sem postopoma zmanjševala tlak, dokler ni odparilo vso topilo in 
je nastal enakomeren tanek lipidni film. Tega sem nato sušila 60 min. 
Sledila je hidratacija s pripravljeno raztopino matičnega mlečka (10 mg/mL). 2 mL te 
raztopine sem dodala v bučko, jo vpela nazaj na rotavapor in potopila v vodno kopel s 
temperaturo 60 °C. Vklopila sem vrtenje in pustila mešati 30 min.  
V stopnji ekstruzije sem vzorec potiskala dvajsetkrat skozi 0,8 µm membrano. Ekstruzija 
skozi drugi dve membrani ni bila mogoča. Ekstruder je bil medtem segret na 60 °C. Med 
sintezo je prišlo do izgub zaradi oborine na stenah bučke. 




Postopek sem ponovila in tako sem pridobila dva vzorca. Vzorec MM-P45-2 sem 
ohranila, medtem ko sem 1 mL drugega vzorca z imenom MM-P45-3 spustila skozi 
PD-10 kolono in zbirala frakcije. Dobila sem 7 frakcij, ki sem jim pomerila velikost 
delcev z DLS metodo. Združila sem frakcije 5‒7, ki so ustrezale liposomskim vrednostim 
in tako dobila vzorec MM-P45-3-f. 
3.5.2 Sinteza končnih liposomov z metodo injiciranja etanolne raztopine fosfolipidov 
v vodno fazo (EI metoda) 
Pred začetkom dela sem pripravila: 
• raztopino lecitina LIPOID P 45 v etanolu s koncentracijo 16,7 mg/mL in 
• raztopino matičnega mlečka v ultra čisti Milli-Q vodi s koncentracijo 
12,5 mg/mL.  
3.5.2.1 Liposomi z LIPOID P 45 in vodo 
V ultrazvočni kopeli sem na 50 °C segrela raztopino lecitina LIPOID P 45 (16,7 mg/mL). 
V penicilinko sem odmerila 4 mL ultra čiste Milli-Q vode in jo segrela na 60 °C v vodni 
kopeli. Med intenzivnim mešanjem na magnetnem mešalu sem v vrtinec te raztopine 
injicirala 1 mL lecitina s hitrostjo 1 mL/s. Vzorec sem intenzivno mešala še 5 min pri 
60 °C. 
Vzorec, ki sem ga pripravila, sem poimenovala P45-4. 
3.5.2.2 Liposomi z LIPOID P 45 in matičnim mlečkom 
Raztopino lecitina LIPOID P 45 (16,7 mg/mL) sem segrela na 50 °C v ultrazvočni kopeli. 
V penicilinko sem odmerila 4 mL raztopine matičnega mlečka (12,5 mg/mL) in jo segrela 
na 60 °C v vodni kopeli ter vklopila močno mešanje na magnetnem mešalu. V vrtinec te 
raztopine sem nato hitro s hitrostjo 1 mL/s injicirala 1 mL raztopine lecitina. Vzorec sem 
intenzivno mešala še 5 min pri 60 °C.  
Postopek sem ponovila in dobila sem dva enaka vzorca. Vzorec MM-P45-5 sem ohranila, 
medtem ko sem 1 mL drugega vzorca z imenom MM-P45-6 spustila skozi PD-10 kolono 
in zbirala frakcije. Med ločevanjem se je kolona začela mašiti in zbiranje frakcij se je zelo 
upočasnilo. Na površini kolone se je med tem naredila vidna bela oborina. Dobila sem 
7 frakcij, ki sem jim nato pomerila velikost delcev z DLS metodo. Združila sem frakcije 
5‒7, katerih rezultati so ustrezali izoliranim liposomom in tako dobila vzorec 
MM-P45-6-f. 




3.6 Analiza končnih vzorcev 
3.6.1 pH vzorcev 
Vzorce, ki sem jih pripravila po metodi HLF, sem redčila tako, da sem k 0,1 mL vsakega 
vzorca dodala 2 mL ultra čiste Milli-Q vode in jim nato pomerila pH. Vzorcem, ki sem 
jih pripravila po metodi EI, pa sem pomerila pH brez redčenja tako, da sem elektrodo 
namiznega pH merilnika potopila v vialo s končnim produktom. Analize sem opravila 
24 ur po sintezi.  
3.6.2 Zeta potencial in velikost delcev v vzorcih z metodo dinamično sipanje svetlobe 
Vzorce, ki sem jih pripravila po metodi HLF, sem redčila tako, da sem k 0,1 mL vsakega 
vzorca dodala 2 mL ultra čiste Milli-Q vode in jim nato pomerila velikost delcev in zeta 
potencial. Vzorcem, ki sem jih pripravila po metodi EI, pa sem pomerila velikost delcev 
brez redčenja. Analize sem opravila 24 ur po sintezi.  
3.6.3 Analiza vzorcev s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti v povezavi z 
detektorjem na niz diod (HPLC-DAD) 
3.6.3.1 Priprava HPLC sistema 
Za delo sem uporabila kromatografsko kolono Spherisorb ODS-2 z velikostjo delcev 
5 µm in dimenzijami 150 x 4,6 mm. 
Izbrani kromatografski pogoji so bili: 
• temperatura kolone: 25 °C, 
• pretok: 1,0 ml/min, 
• valovna dolžina: 210 nm, 
• volumen injiciranja: 10 µL, 
• mobilna faza: metanol/voda v razmerju 45 : 55 s fosforno kislino (pH 2,5). 
3.6.3.2 Priprava standardov 
V 10 mL merilno bučko sem zatehtala 6,0 mg 10-HDA in dopolnila z mobilno fazo do 
oznake. 150 µL te raztopine sem odpipetirala v vialo in dodala 1350 µL mobilne faze. 
Pripravljeno raztopino sem dobro premešala in na HPLC kolono injicirala po 5, 10, 15, 
20, 25 in 30 µL. Iz izmerjenih površin in znanih koncentracij standardnih raztopin sem 
izrisala umeritveno krivuljo. 




3.6.3.3 Priprava vzorcev 
Vse končne vzorce sem za analizo pripravila na dva načina:  
• surovi vzorec (R): Pripravljeni vzorec sem filtrirala skozi 0,45 µm PTFE filter in 
10 µL injicirala na HPLC kolono.  
• vzorec s tritonom (T): Pripravljenemu vzorcu sem dodala 0,1 % raztopine tritona 
in filtrirala skozi PTFE filter. 10 µL tako pripravljene raztopine sem injicirala na 
HPLC kolono.  
3.6.4 Analiza vzorcev s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata (SDS-PAGE) 
SDS–PAGE analiza je sestavljena iz štirih stopenj: 
• priprave gela,  
• priprave in nanosa vzorcev,  
• elektroforeze ter 
• fiksacije in barvanja proteinov. 
Za elektroforezo potrebujemo anodni, katodni in gelski pufer, ki se med seboj razlikujejo. 
Pripravila sem jih že pred začetkom dela.  
Anodni pufer sem pripravila v 1 L merilno bučko. Zatehtala sem 121,14 g trisa, ga 
prenesla v bučko in raztopila v ultra čisti Milli-Q vodi. V bučko sem nato dodala 
18,75 mL 37 % raztopine HCl in redčila do oznake. Tik pred uporabo sem pufer še 10-krat 
redčila.  
Katodni pufer sem prav tako pripravila v 1 L merilno bučko. Zatehtala sem 121,14 g trisa, 
179,17 g tricina in 10 g SDS, nato pa sem vse prenesla v merilno bučko. Dodala sem ultra 
čisto Milli-Q vodo do oznake in dobila 1 L raztopine. Tik pred uporabo sem pufer še 
10-krat redčila.  
Pri pripravi gelskega pufra sem zatehtala 48,46 g trisa in 4 g SDS ter vse prenesla v 
100 mL merilno bučko. Prilila sem toliko ultra čiste Milli-Q vode, da se je vse raztopilo 
in nato dodala še 11,11 mL 37 % raztopine HCl ter redčila do oznake.  
3.6.4.1 Priprava gela 
Za pripravo gela sta ključna parametra skupni delež akrilamida (AA) in bis-akrilamida 
(bis-AA) ter stopnja zamreženosti gela, kar predstavlja razmerje med AA in bis-AA. Delo 
sem začela z 10-odstotnim gelom in stopnjo zamreženosti 29 : 1, nato sem sočasno z 
opazovanjem spreminjala oba parametra. Sestavine gela sem dodajala v določenem 




zaporedju, med vsakim dodatkom pa sem zmes premešala. Količine, ki sem jih dodajala, 
so zadoščale za dva gela debeline 1 mm.  
Končna gela, ki sem ju uporabila za interpretacijo rezultatov, sem pripravila z 
8-odstotnim ločevalnim gelom in 4-odstotnim zbiralnim gelom. Oba sta imela stopnji 
zamreženosti 29 : 1.  
Najprej sem pripravila ločevalni gel tako, da sem v čašo po zaporedju zmešala 6,75 mL 
ultra čiste Milli-Q vode, 3,75 mL gel pufra, 4,50 mL 40 % raztopine AA/bis-AA (29 : 1), 
100 µL sveže pripravljene 10 % raztopine APS in 12 µL TEMED. Pripravljeno raztopino 
sem vlila v model do oznake na steklu in ga previdno prekrila s tanko plastjo EtOH. Nato 
sem pripravila zbiralni gel. V čašo sem v zaporedju zmešala 3,90 mL ultra čiste Milli-Q 
vode, 1,50 mL gel pufra, 0,60 mL 40 % raztopine AA/bis-AA (29 : 1), 50 µL 10 % 
raztopine APS in 8 µL TEMED. Ko je ločevalni gel v modelu polimeriziral, sem odlila 
EtOH in vanj vlila zbiralni gel. Previdno sem vložila glavniček za jamice in pustila, da 
polimerizira tudi ta plast. Oba gela sem čez noč pustila v hladilniku, zavita v papir, 
omočen s pufrom za prenos. 
3.6.4.2 Priprava in nanos vzorcev 
Za pripravo vzorcev sem najprej pripravila 10 mL Laemmli pufra, ki je vseboval: 
• 12 % (w/v) SDS, 
• 6 % (v/v) 2-ME, 
• 30 % (w/v) glicerola, 
• 0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue FCF G-250 in  
• 150 mM Tris/HCL (pH 7,0). 
Pripravila sem surove (R) vzorce, ki so zbrani v tabeli 2. 
Vse vzorce sem po pripravi inkubirala 30 min na 40 °C. Pred nanosom na gel sem jih tudi 
3‒5 s mešala na stresalniku.  
Tabela 2: Surovi (R) vzorci 
Izhodni vzorec Redčitev vzorca Oznaka vzorca 
MM 15 µL vzorca, 50 µL Laemmli pufra in 
135 µL ultra čiste Milli-Q vode  
R-MM 
DPPC-1 150 µL vzorca in 50 µL Laemmli pufra R-DPPC-1 
MM-DPPC-2 15 µL vzorca, 50 µL Laemmli pufra in 
135 µL ultra čiste Milli-Q vode  
R-MM-DPPC-2 




MM-DPPC-3-f 150 µL vzorca in 50 µL Laemmli pufra R-MM-DPPC-3-f 
P45-1 150 µL vzorca in 50 µL Laemmli pufra R-P45-1 
MM-P45-2 15 µL vzorca, 50 µL Laemmli pufra in 
135 µL ultra čiste Milli-Q vode  
R-MM-P45-2 
MM-P45-3-f 150 µL vzorca in 50 µL Laemmli pufra R-MM-P45-3-f 
P45-4 15 µL vzorca, 5 µL Laemmli pufra in 100 µL 
75 % glicerola 
R-P45-4 
MM-P45-5 2,5 µL vzorca, 45,8 µL Laemmli pufra, 
16,7 µL 75 % glicerola in 135 µL ultra čiste 
Milli-Q vode  
R-MM-P45-5 
MM-P45-6-f 15 µL vzorca, 5 µL Laemmli pufra in 100 µL 
75 % glicerola 
R-MM-P45-6-f 
 
Nato sem pripravila tudi vzorce s tritonom (T), ki so zbrani spodaj v tabeli 3.  
Tabela 3: Vzorci (T) s tritonom 
Izhodni vzorec Redčitev vzorca Oznaka vzorca 
MM 13,5 µL vzorca, 1,5 µL 1 % raztopine tritona, 
50 µL Laemmli pufra in 135 µL ultra čiste 
Milli-Q vode  
T-MM 
DPPC-1 135 µL vzorca, 15 µL 1 % raztopine tritona, 
in 50 µL Laemmli pufra 
T-DPPC-1 
MM-DPPC-2 13,5 µL vzorca, 1,5 µL 1 % raztopine tritona, 
50 µL Laemmli pufra in 135 µL ultra čiste 
Milli-Q vode  
T-MM-DPPC-2 
MM-DPPC-3-f 135 µL vzorca, 15 µL 1 % raztopine tritona in 
50 µL Laemmli pufra 
T-MM-DPPC-3-f 
P45-1 135 µL vzorca, 15 µL 1 % raztopine tritona in 
50 µL Laemmli pufra 
T-P45-1 
MM-P45-2 13,5 µL vzorca, 1,5 µL 1 % raztopine tritona, 
50 µL Laemmli pufra in 135 µL ultra čiste 
Milli-Q vode  
T-MM-P45-2 
MM-P45-3-f 135 µL vzorca, 15 µL 1 % raztopine tritona in 
50 µL Laemmli pufra 
T-MM-P45-3-f 
P45-4 13,5 µL vzorca, 1,5 µL 1 % raztopine tritona, 
5 µL Laemmli pufra in 100 µL 75 % glicerola 
T-P45-4 




MM-P45-5 2,25 µL vzorca, 0,25 µL 1 % raztopine 
tritona, 45,8 µL Laemmli pufra, 16,7 µL 75 % 
glicerola in 135 µL ultra čiste Milli-Q vode  
T-MM-P45-5 
MM-P45-6-f 13,5 µL vzorca, 1,5 µL 1 % raztopine tritona, 
5 µL Laemmli pufra in 100 µL 75 % glicerola 
T-MM-P45-6-f 
Pripravila sem elektroforetski celici in vstavila oba gela. V vsako celico sem vlila 
zadostno količino anodnega in katodnega pufra. Anodnega sem nalila zadaj za gel tako, 
da je bil v stiku s spodnjim delom gela, katodnega pa spredaj, kjer je glavniček. Glavniček 
sem nato odstranila in s tankim nastavkom pipete previdno nanesla pripravljene vzorce v 
jamice. Na prvi gel sem nanesla R-vzorce (slika 3a), na drugi gel pa T-vzorce (slika 3b). 
Nanesla sem 20 µL vsakega vzorca z izjemo vzorcev R-MM, R-MM-DPPC-2, 
R-MM-P45-5, T-MM, T-MM-DPPC-2 in T-MM-P45-5, ker sem nanesla vsakega 15 µL. 
Skrajno levo in desno sem na oba gela nanesla tudi 3 µL velikostnega standarda.  
 
Slika 3: Elektroforetski gel z nanešenimi R-vzorci (a) in elektroforetski gel z nanešenimi 
T-vzorci (b) 
3.6.4.3 Elektroforeza 
Pri elektroforezi sem uporabljala fiksno napetost približno 70 V. Ko je vzorec vstopil v 
ločevalni gel, sem povečevala napetost tako, da je tok postopoma rastel od 80 do 100 mA. 
Maksimalna napetost je bila 150 V. 
3.6.4.4 Fiksacija in barvanje proteinov 
Ko je elektroforezna fronta skoraj dosegla spodnjo režo gela, sem elektroforezo prekinila 
in odstranila gela iz celice. Najprej sem ju dvakrat sprala z ultra čisto Milli-Q vodo, nato 
pa inkubirala 65 min v 4-odstotni vodni raztopini glutaraldehida.  
a b 




Sledilo je barvanje s srebrovimi ioni, zato sem pred začetkom pripravila potrebne 
raztopine: 
• raztopino za fiksiranje (30 % EtOH, 10-odstotna ocetna kislina in 60-odstotna 
ultra čista Milli-Q voda), 
• raztopino senzibilizatorja (0,02 % Na2S2O3), 
• raztopino barvila (0,1 % AgNO3), 
• razvijalno raztopino (3 % NaCO3 in tik pred uporabo dodatek 250 µL 37 % 
formaldehida) in 
• prekinitveno raztopino (50 mM EDTA in 5-odstotna ocetna kislina). 
Gela sem spirala z vodo trikrat po 5 min, nato je sledila dvakrat po 20 min fiksacija v 
raztopini za fiksiranje. Gela sem spirala z vodo trikrat po 7 min in nato dodala raztopino 
senzibilizatorja ter stresala 20 min na stresalniku. Sledilo je dvakrat po 30 s spiranje z 
vodo. V naslednji stopnji sem dodala raztopino barvila in ponovno stresala 20 min. Gela 
sem spirala z vodo dvakrat po 10 s, nato je sledilo razvijanje lis. Dodala sem razvijalno 
raztopino ter stresala 1 min in 15 s. Takoj, ko so nastale dobro definirane lise, sem vsebino 
odlila in dodala prekinitveno raztopino ter spirala nekaj min. Sledilo je še zadnje kratko 
spiranje obeh gelov z vodo. 
Gela sem shranila v mapici, omočeni z vodo v hladilniku. Končni videz gelov sem 
fotografirala in sliko naložila v program Quantity One. S pomočjo programa sem nato 
izvedla kvantifikacijo lis.  




4 Rezultati in razprava 
4.1 Molekulsko modeliranje liposomske enkapsulacije 
Pri modeliranju liposomske enkapsulacije sem se odločila za študij interakcije med 
molekulama 10-HDA, najpomembnejše učinkovine matičnega mlečka, in DPPC, 
najpogosteje uporabljenega fosfolipida pri tvorbi liposomov. Za potrebe lažjega 
razumevanja priloga 1 prikazuje poenostavljen prikaz poteka molekulskega modeliranja. 
4.1.1 Konformacijska analiza molekule 10-HDA 
Kot rezultat minimizacije molekule z mehanskim poljem sil in geometrijsko PM3 
optimizacijo sem dobila konformacijo, prikazano na sliki 4a. Molekula je imela energijo 
‒645,57 kJ/mol, njen dipolni moment pa je znašal 3,43 D. Prikaz elektrostatskega 
potenciala na izoelektronski ploskvi s slike 4b podaja informacijo o razporeditvi naboja 
na molekulski površini. Iz prikaza sem lahko razbrala, da je najbolj negativen potencial v 
molekuli 10-HDA na mestu karbonilnega kisika. 
 
Slika 4: Ugodna konformacija (a) in elektrostatski potencial na izoelektronski ploskvi 
(b) molekule 10-HDA 
4.1.2 Konformacijska analiza molekule DPPC 
Molekula DPPC ima najugodnejšo konformacijo, kjer sta nepolarna repka maksimalno 
oddaljena drug od drugega. Ta geometrija ni ugodna za tvorbo liposomov, zato sem 
spreminjala 6 torzijskih kotov, dokler nisem dosegla optimalne strukture (slika 5a).  





Slika 5: Ugodna konformacija (a) in elektrostatski potencial na izoelektronski ploskvi (b) 
molekule DPPC 
Energijo sem izračunala s semiempirično PM3 metodo in dobila vrednost -951,48 kJ/mol. 
Dipolni moment takšne konformacije je znašal 17,01 D. Molekula DPPC je ion dvojček, 
torej vsebuje tako pozitivni kot negativni naboj. To lastnost dobro prikazuje elektrostatski 
potencial (slika 5b), saj je najbolj pozitiven potencial v okolici naboja na dušiku, najbolj 
negativen pa v okolici naboja na kisiku.  
4.1.3 Molekulsko modeliranje interakcije med molekulama 10-HDA in DPPC 
Učinkovitost enkapsulacije je odvisna od neveznih interkacij med molekulo 10-HDA in 
DPPC. Vsota energij obeh molekul je znašala ‒2597,05 kJ/mol. To vrednost sem 
primerjala z energijami šestih različnih medsebojnih interakcij, ki so zbrane v tabeli 4. 
Tabela 4: Energija orientacij med molekulama 10-HDA in DPPC 
























Glede na elektrostatski potencial med molekulama je teoretično najboljša interakcija ta, 
kjer sta negativen potencial 10-HDA in pozitiven potencial DPPC najbližje. Domneva se 
je izkazala za pravilno, saj je bila najugodnejša interakcija št. 4 (tabela 4). Pri tej 
orientaciji sem nato spreminjala razdaljo med dušikovim atomom v molekuli DPPC in 
karbonilnim kisikom v molekuli 10-HDA. Rezultati, prikazani na grafu odvisnosti 
spremembe energije od razdalje med atomoma (graf 1), se skladajo z Lennard-Jonesovim 
potencialom. Ker so na dušik vezane tri metilne skupine in to sterično ovira dostop 
10-HDA molekule do dušika, je minimalna vrednost na grafu pomaknjena k večjim 
razdaljam.  




Optimalna razdalja, ki jo lahko razberemo iz grafa 1, je tako 3,7 Å, energija te nevezne 
interakcije pa je ‒22,94 kJ/mol. Geometrijska optimizacija pokaže še ugodnejšo 
interakcijo (slika 6), kjer znaša skupna energija molekul ‒2882,16 kJ/mol. 
 
Graf 1: Odvisnost spremembe energije od razdalje  
 
Slika 6: Ugodna interakcija med molekulama 10-HDA in DPPC 
Semiempirična PM3 metoda je dala pričakovane rezultate o interakciji. Otežena je bila 
geometrijska optimizacija, saj je zahtevala primerno orientacijo med molekulama, zaradi 
uporabe minimalnega baznega seta in drugih poenostavitev pa je lahko prišlo tudi do 
napak v izračunih neveznih interakcij.  
Dobljeni rezultati podajo informacijo o enkapsulaciji 10-HDA v DPPC liposom. 

























molekul. Sklepamo torej lahko, da se bo delež 10-HDA predvidoma enkapsuliral v 
notranjost liposoma in ne v lipidni dvosloj.  
4.2 Karakterizacija matičnega mlečka 
4.2.1 Specifikacija matičnega mlečka 
Specifikacija matičnega mlečka je bila izvedena v podjetju Medex d. o. o. 
Fizikalno-kemijske značilnosti uporabljenega matičnega mlečka so: 
• vlaga: 62‒70 %, 
• maščobe: 3‒8 %, 
• proteini in aminokisline: približno 15 %, 
• 10-HDA: najmanj 1,4 %, 
• pH: 3,4‒4,5, 
• kislost: 30‒60 mg KOH in 
• saharoza: ≤ 5 %. 
Rezultati mikrobiološke analize so kot rezultat dali vrednosti: 
• skupno število mikroorganizmov: ≤ 20.000 CFU/g, 
• Escherichia coli: negativno/g, 
• Staphylococcus aureus: negativno/g, 
• plesni in kvasovke: ≤ 200 CFU/g, 
• Salmonella: negativno/10 g in 
• Listeria monocytogenes: negativno/25 g. 
Analiza vsebnosti antibiotikov je dala naslednje rezultate: 
• sulfonamidi: negativno µg/mg, 
• tirmetoprim: negativno µg/mg, 
• streptomicin: negativno µg/mg, 
• tetraciklini: negativno µg/mg, 
• nitrofuran: negativno µg/mg, 
• kloramfenikol: negativno µg/mg, 
• nitroimidazoli: negativno µg/mg, 
• makrolidi: negativno µg/mg in 
• fluorokinoloni: negativno µg/mg. 
Test za gensko spremenjene organizme je pokazal negativen rezultat. 




Sveži matični mleček je občutljiv na svetlobo, prav tako pa se v prisotnosti kisika, vlage 
ali toplote njegova kvaliteta hitro zmanjša. Optimalna temperatura za shranjevanje v 
hermetično zaprti embalaži je med 0 in 4 °C. Matični mleček je uporaben v roku do treh 
let in ga je mogoče za potrebe transporta tudi zamrzniti. 
4.2.2 Vpliv koncentracije matičnega mlečka na pH raztopine 
Raztopinam matičnega mlečka z različnimi koncentracijami sem takoj po pripravi 
pomerila pH.  
Tabela 5: pH matičnega mlečka v vodi 







Iz rezultatov (tabela 5) je razvidno, da se pH pripravljenih raztopin s spreminjanjem 
koncentracije od 0,025 do 1 g/mL nahaja v območju 3,87 ± 0,07, kar pomeni, da redčenje 
ne vpliva bistveno na pH.  
4.3 Optimizacija priprave liposomov 
Priloga 2 poenostavljeno prikazuje optimizacijo enkapsulacije matičnega mlečka in potek 
vseh stopenj raziskovalnega dela. 
4.3.1 Sinteza liposomov z metodo hidratacije lipidnega filma (HLF metoda) 
TOL bi bili najboljša izbira za pripravo liposomov, ki se injicirajo v krvni obtok. Ker 
produkt ne bo uporabljen za ta namen, sem pripravila tudi formulacijo z osnovnim 
gradnikom v mešanici fosfolipidov, tj. DPPC. Uporaba lecitina je sprejemljivejša za 
uporabo v prehrambni industriji, zato sem preizkusila tudi tri formulacije liposomov z 
LIPOID P 45, LIPOID P 75 in LeciFis SUN HP IPM. 




4.3.1.1 Filtracija matičnega mlečka 
Matični mleček je bogata mešanica vode, proteinov, ogljikovih hidratov, lipidov, soli in 
vitaminov (shema 1). Veliko komponent je prevelikih, da bi jih lahko enkapsulirali v 
notranjost liposoma ter bi tako le oteževali tvorbo liposomov in ekstruzijo le-teh. S tem 
namenom sem del raztopine matičnega mlečka pred uporabo sveže filtrirala ter tako 
nastale liposome primerjala s slepim vzorcem in vzorcem, ki je vseboval nefiltrirani 
matični mleček. 
Pri delu sem lipidni film hidratirala z: 
• 240 mM (NH4)2SO4 (priprava slepih vzorcev), 
• 17 mg/mL raztopino matičnega mlečka (priprava MM vzorcev) in 
• filtrirano raztopino matičnega mlečka s koncentracijo 17 mg/mL (priprava 
filtriranih MM vzorcev). 
Lipidni film sem pripravila iz fosfolipida DPPC in mešanice TOL. Na koncu sem tako 
dobila 6 različnih vzorcev za primerjavo. 
Vsem vzorcem sem pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta potencial. 
Tabela 6: Filtracija matičnega mlečka 








DPPC (NH4)2SO4 +0,4 ± 2,9 140 ± 1 0,005 ± 0,010 5,84 
filtriran MM +4,5 ± 2,0 144 ± 1 0,019 ± 0,011 4,94 
MM +18,4 ± 0,7 221 ± 2 0,174 ± 0,013 5,73 
TOL (NH4)2SO4 ‒3,9 ± 1,8 144 ± 1 0,018 ± 0,019 5,88 
filtriran MM ‒2,5 ± 6,6 912 ± 38 0,005 ± 0,035 5,51 
MM +8,3 ± 0,3 1002 ± 36 0,281 ± 0,038 4,08 
Izmerjena velikost delcev raztopine matičnega mlečka je 929 ± 27 nm (PDI 0,325 ± 
0,010). Iz rezultatov (tabela 6) je razvidno, da se hidrodinamski premer ob dodatku 
matičnega mlečka poveča, kar je najizraziteje v primeru TOL. To lahko nakazuje, da se 
je neka molekula iz matičnega mlečka vgradila v notranjost. Liposomi so največji tam, 
kjer sem uporabila nefiltriran matični mleček, kar je pričakovano, ker s filtriranjem 
odstranimo večje delce. Razlika v velikosti liposomov s filtriranim in nefiltriranim 
matičnim mlečkom je bila v obeh primerih približno 100 nm, vendar je bila filtracija 




otežena in je prišlo do zamašitve filtra. Ugotovili smo, da filtracija ne izboljša bistveno 
porazdelitve velikosti, ampak le oteži celoten proces priprave liposomov, zato v 
prihodnjih korakih ni bila več uporabljena. Druga pomembna ugotovitev je bila, da 
liposomi, ki so bili pripravljeni le iz ene komponete (DPPC), kažejo na manjše velikosti 
delcev (144 in 220 nm za filtriran in nefiltriran MM) v primerjavi z mešanico 
fosfolipidov, zato sem se v prihodnjih eksperimentih osredotočila le na DPPC. 
Vsem omenjenim vzorcem, razen tistim s filtriranim matičnim mlečkom, je nato sledila 
analiza s TEM.  
Kapljico vzorca sem nanesla na Cu mrežico za TEM s poroznim ogljikovim filmom 
(angl. holey carbon coated Cu grid, 300-mesh, S147-3, Agar Scientific, UK) ter 
analizirala velikost in morfologijo s transmisijskim elektronskim mikroskopom 
(Jeol JEM-2100) pri temperaturi 200 K. Suspenzija je bila nanešena brez dodatnega 
obarvanja. 
Sliki 7a in 7b prikazujeta slepe vzorce liposomov, sintetizirane z DPPC in hidratirane z 
(NH4)2SO4. Liposomi so sferične oblike, lahko pa razločimo tudi njihovo velikost, ki 
variira od 65,6 nm do 111,0 nm (slika 7a). Slika 7a prikazuje 30.000-kratno, slika 7b pa 
25.000-kratno povečavo vzorca. 
 
Slika 7: TEM sliki slepih DPPC liposomov  
Na sliki 8a in 8b je prikazan vzorec, pripravljen iz DPPC in hidratiran z raztopino 
matičnega mlečka. Za nastanek obeh slik je bila uporabljena 25.000-kratna povečava. 
Sliki dobro prikazujeta, da je matični mleček kompleksen organski sistem in tvori različne 
strukture z DPPC. Vzorec je bil med mikroskopiranjem v vakuumu in pod snopom 
nestabilen ter se je deformiral. Zaradi postopka meritve elektronska mikroskopija ni 
a b 




najprimernejša za analizo takšnih vzorcev. Primernejša bi bila uporaba krio-elektronske 
mikroskopije, vendar dostopa do le-te pri svojem raziskovalnem delu nisem imela. 
 
Slika 8: TEM sliki DPPC vzorcev z nefiltriranim matičnim mlečkom  
Sliki 9a in 9b prikazujeta slepi vzorec, ki je bil pripravljen iz mešanice TOL. Pri snemanju 
slike 9a je bila uporabljena 30.000-kratna povečava, pri sliki 9b pa 25.000-kratna. Večina 
liposomov je sferične oblike in zato lahko razberemo njihovo velikost, ki je v obsegu od 
98,6 nm do 151,9 nm (slika 9a). Pod mikroskopom so bile vidne tudi druge nesferične 
oblike. 
 
Slika 9: TEM sliki slepih TOL 
Sliki 10a in 10b prikazujeta liposome, ki so bili pripravljeni iz mešanice fosfolipidov TOL 
in vsebujejo matični mleček. Uporabljena povečava pri sliki 10a je bila 25.000-kratna, pri 
sliki 10b pa 12.000-kratna. Enako kot pri vzorcih z DPPC in matičnim mlečkom je tudi 
tu zaradi organskih lastnosti s slike težko razbrati velikost liposomov in njihovo strukturo. 
Kompleksnost vzorca (slika 10a) tudi dobro sovpada z DLS rezultati. 
a b 
a b 





Slika 10: TEM sliki TOL z nefiltriranim matičnim mlečkom 
4.3.1.2 Optimalna koncentracija matičnega mlečka 
Vzorcem, ki sem jim spreminjala koncentracijo matičnega mlečka za hidratacijo, sem 
pomerila velikost delcev z metodo DLS. Rezultati za vzorce z DPPC so zbrani v tabeli 7, 
rezultati za vzorce z mešanico fosfolipidov TOL pa v tabeli 8. Uporabila sem raztopine 
matičnega mlečka iz tabele 5. 







1 1255 ± 115 0,005 ± 0,001 
0,5 922 ± 137 0,005 ± 0,001 
0,25 1316 ± 109 0,005 ± 0,002 
0,1 373 ± 5 0,313 ± 0,008 
0,017 221 ± 2 0,174 ± 0,013 
Iz tabele 7 je razvidno, da se s padanjem koncentracije matičnega mlečka zmanjšuje tudi 
hidrodinamski premer. PDI vrednost pri vzorcih s koncentracijo, enako ali večjo kot 
0,25 g/mL, nakazuje na to, da je vzorec preveč koncentriran za detektor in je sipanje na 
delcih preveliko. Za delovanje ima DLS optimalno območje koncentracij, kjer so rezultati 
zanesljivi. Ker je polidisperznost velika pri vzorcih od 0,25 do 1 g/mL, tu rezultat ni 
zanesljiv. Njihove vrednosti se lahko zaokrožijo na približno 1000 nm. Najboljši rezultati 
so bili pri vzorcu s koncentracijo 17 mg/mL. Ta je imel najmanjši premer in tudi optimalni 
PDI delcev. Pri koncentracijah 0,25, 0,1 in 0,017 g/mL je rezultat najzanesljivejši, zato 
pri TOL mešanici pripravim le liposome s temi koncentracijami matičnega mlečka. 
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0,25 2719 ± 220 0,005 ± 0,020 
0,1 373 ± 6 0,283 ± 0,025 
0,017 1002 ± 36 0,281 ± 0,038 
Ker je bilo število vzorcev, ki so bili pripravljeni iz mešanice fosfolipidov, majhno, iz 
tabele 8, ki prikazuje vpliv koncentracije matičnega mlečka na velikost delcev, ne 
moremo poiskati trenda glede hidrodinamskega premera in PDI delcev. Najboljši rezultat 
je dal vzorec s koncentracijo matičnega mlečka 0,1 mg/ml.  
4.3.1.3 Sinteza liposomov z lecitinom 
Uporaba lecitina je pogosta, saj je poceni, ni toksičen, je varen za uporabo v prehrani in 
tako predstavlja boljšo možnost za industrijsko proizvodnjo. Liposome sem pripravila s 
tremi vrstami lecitina ter jim pomerila pH in velikost delcev z metodo DLS. Sintetizirala 
sem slepe vzorce in tudi vzorce, hidratirane z matičnim mlečkom. Rezultati analize teh 
liposomov so zbrani v tabeli 9. Pri delu sem uporabila sončnični lecitin LeciFis SUN HP 
IPM, uporabljena sojina lecitina pa sta bila LIPOID P 45 in LIPOID P 75, ki se razlikujeta 
v vsebnosti fosfatidilholina. 
Koncentracija raztopin vseh treh uporabljenih lecitinov v CHCl3 je bila 10 mg/mL. 
Priprava liposomov z lecitinom LeciFis SUN HP IPM je bila zahtevna, ker je med 
pripravo tanke plasti nastal rumen kristaliničen obroč na steni bučke. Tako pripravljena 
plast ni bila homogena, kar pa je predpogoj za tvorbo kakovostnih liposomov. Prav tako 
je bila zahtevna priprava z LIPOID P 75. Med pripravo se kljub številnim poskusom ni 
tvorila enakomerno homogena lipidna plast. Razlog za razlike v sintezi je težko določiti. 
Najverjetneje je to posledica različnega deleža prisotnih komponent ali nečistoč v 
posameznem lecitinu, vendar je točna določitev razloga zaradi pomanjkljive specifikacije 
nemogoča.  
Priprava liposomov z LIPOID P 45 je bila podobna kot pri DPPC. Nastala je enakomerna 
tanka lipidna plast, ki sem jo potem hidratirala s pufrom ali raztopino matičnega mlečka. 
Pri pripravi vseh vzorcev se je ob dodatku matičnega mlečka pojavila oborina lecitina, ki 
se je med polurnim vrtenjem nato raztopila. Med prenašanjem vzorca s siringo se je 
oborina zopet pojavila in se naložila na stene bučke, zaradi česar je prišlo do precejšnjih 




izgub. Do obarjanja je verjetno prišlo zaradi znižanja temperature med prenašanjem 
vzorca iz bučke v siringo. 
Tabela 9: Hidrodinamski premer in pH vzorcev z lecitinom 





LeciFis SUN HP IPM (NH4)2SO4 154 ± 4 0,120 ± 0,035 5,88 
MM 1803 ± 45 0,051 ± 0,044 4,51 
LIPOID P 45 (NH4)2SO4 148 ± 1 0,005 ± 0,011 5,41 
MM 1548 ± 56 0,220 ± 0,023 4,52 
LIPOID P 75 (NH4)2SO4 143 ± 1 0,075 ± 0,013 5,40 
MM 6395 ± 412 0,303 ± 0,044 4,48 
 
Kot je razvidno iz tabele 9, imajo vsi slepi vzorci primerljivo velikost, pH pa je pri 
sončničnem lecitinu (LeciFis SUN HP IPM) rahlo višji. Na drugačno vrednost vplivata 
sestava in vsebnost komponent tega sončničnega lecitina, ki ima sicer pomanjkljivo 
specifikacijo. 
Najboljši rezultat glede velikosti delcev sta dala vzorca z LIPOID P 45, vendar je v 
primerjavi z DPPC tu premer 10-krat večji. Kljub temu sem pri optimizaciji metode EI 
izhajala z lecitinom LIPOID P 45. 
4.3.2 Sinteza liposomov z metodo injiciranja etanolne raztopine fosfolipidov v vodno 
fazo (EI metoda) 
4.3.2.1 Etanolne raztopine lecitinov 
Pri pripravi etanolne raztopine s koncentracijo 10 mg/mL sta se oba LIPOIDA oz. sojina 
lecitina povsem raztopila, medtem ko je LeciFis SUN HP IPM oz. sončnični lecitin ostal 
slabo raztopljen v etanolu (slika 11). 





Slika 11: Suspenzije uporabljenih lecitinov v etanolu (od leve poti desni): LeciFis SUN 
HP IPM, LIPOID P 45, LIPOID P 75 
4.3.2.2 Optimizacija mešanja raztopine matičnega mlečka 
Pri pripravi vsakega vzorca sem uporabila l mL etanolne raztopine LIPOID P 45 s 
koncentracijo 10 mg/mL, segreto na 50 °C in 4 mL vodne raztopine matičnega mlečka s 
koncentracijo 10 mg/mL, segreto na 60 °C. Pri optimizaciji sem spreminjala le način 
homogenizacije emulzije. Pripravila sem tudi slepe vzorce, kjer sem namesto raztopine 
matičnega mlečka uporabila 4 mL ultra čiste Milli-Q vode. 
Tabela 10: Hidrodinamski premer, PDI, zeta potencial in pH vzorcev pri optimizaciji 
mešanja raztopine matičnega mlečka 
Vodna 
faza 








Vodna kopel ‒26,3 ± 1,6 85 ± 7 0,382 ± 0,005 7,39 
Ultrazvočna 
kopel 
‒27,0 ± 0,8 38 ± 2 0,304 ± 0,005 5,51 
Ultrazvočna 
enota 
‒28,6 ± 1,1 243 ± 12 0,383 ± 0,007 7,21 
MM Vodna kopel +1,2 ± 1,1 4630 ± 2445 0,371 ± 0,039 4,64 
Ultrazvočna 
kopel 
+4,1 ± 0,3 18925 ± 4937 0,112 ± 0,045 4,49 
Ultrazvočni 
enota 
‒4,4 ± 0,6 7938 ± 9543 0,459 ± 0,061 4,64 




Liposome sem tako pripravila po različnih sinteznih poteh in dobila vzorce, ki sem jim 
pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta potencial. Rezultati so prikazani v 
tabeli 10.  
Zeta potencial je znotraj obeh vrst liposomov zelo podoben, spreminja se le velikost 
delcev. Pri slepih vzorcih lahko zasledimo, da je velikost pri uporabi ultrazvočne enote 
SONICS največja, kar je lahko posledica premočnega delovanja. Najnižje vrednosti lahko 
opazimo pri ultrazvočni kopeli, medtem ko da vodna kopel premere srednjih velikosti. 
PDI ne variira v velikem obsegu med vsemi načini homogenizacije. 
Skupni rezultati (tabela 10) kažejo, da je najprimernejši pogoj pri sintezi liposomov z 
matičnim mlečkom uporaba vodne kopeli ob intenzivnem mešanju. Takšni liposomi 
imajo najmanjši hidrodinamski premer. Slepi vzorci kažejo ravno nasprotni trend in 
najugodnejšo uporabo ultrazvoka, vendar je z industrijskega stališča preprosto mešanje v 
vodni kopeli najprimernejše. Ultrazvok za uporabo na industrijski skali ni tako lahko 
dostopen kot vodna kopel. Opazna je tudi razlika v pH pri vzorcih, pripravljenih v 
ultrazvočni kopeli. Ti imajo namreč nižjo vrednost, kar je še posebej izrazito pri slepih 
vzorcih. Sprememba je lahko posledica drugačne zmožnosti enkapsuliranja komponent 
matičnega mlečka zaradi uporabe različnih sinteznih metod. Ker teh vzorcev nisem 
nadalje analizirala, je sprememba pH lahko tudi posledica drugih neznanih vzrokov ali 
analizne napake. 
Vzorci, ki so bili pripravljeni z matičnim mlečkom, so imeli premere večje od 4500 nm 
in posledica tega je bilo tudi hitro posedanje delcev. To je vidno tudi na sliki 12. Za rešitev 
te težave je potrebna dodatna optimizacija, ki bo vplivala na tvorbo in stabilnost emulzije; 
npr. spreminjanje hitrosti injiciranja, razmerja med vodno in etanolno fazo, koncentracije 
in temperature.  
 
Slika 12: Vzorci, pripravljeni pri optimizaciji mešanja raztopine matičnega mlečka (od 
leve proti desni): vodna kopel (slepi), ultrazvočna kopel (slepi), ultrazvočna enota (slepi), 
vodna kopel (MM), ultrazvočna kopel (MM), ultrazvočna enota (MM)  




4.3.2.3 Optimizacija hitrosti injiciranja raztopine LIPOID P 45 
1 mL etanolne raztopine fosfolipida sem injicirala hitro ali počasi med mešanjem v vodni 
kopeli na 60 °C. Vzorcem sem nato pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta 
potencial, kar je prikazano v tabeli 11. 
Tabela 11: Hidrodinamski premer, PDI, zeta potencial in pH vzorcev pri optimizaciji 














1 mL/s ‒26,3 ± 1,6 85 ± 7 0,382 ± 0,005 7,39 
0,5 kapljice/s ‒14,4 ± 1,2 72 ± 1 0,369 ± 0,004 7,82 
MM 1 mL/s +1,1 ± 1,0 4630 ± 2445 0,371 ± 0,039 4,64 
0,5 kapljice/s ‒4,8 ± 0,6 1383 ± 181 0,005 ± 0,056 4,42 
Optimizacija injiciranja etanolne raztopine pokaže manjšo velikost delcev v primeru 
počasnega načina (0,5 kapljice/s) dodajanja v raztopino. Opazna je tudi večja stabilnost 
slepega vzorca pri hitrem dodajanju (1 mL/s), kar je razvidno iz zeta potenciala. Ta je 
manjši od 20 mV, zato nadaljujem optimizacijo s hitrim dodajanjem. 
4.3.2.4 Optimalna koncentracija matičnega mlečka 
Pri pripravi liposomov sem spreminjala koncentracijo matičnega mlečka med mešanjem 
v vodni kopeli in ob hitrem (1 mL/s) injiciranju etanolne faze. Vzorcem sem nato 
pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta potencial, kar je prikazano v tabeli 12. 
Tabela 12: Hidrodinamski premer, PDI, zeta potencial in pH vzorcev pri optimizaciji 









10 ‒2,7 ± 1,1 1855 ± 209 0,005 ± 0,044 4,56 
17 +1,1 ± 1,0 4630 ± 2445 0,371 ± 0,039 4,64 
24 +6,6 ± 1,6 1539 ± 225 0,005 ± 0,031 4,52 




Iz dobljenih rezultatov (tabela 12) ni mogoče razbrati nobenega trenda, zato iz njih ne 
morem zanesljivo določiti vpliva koncentracije matičnega mlečka na velikost delcev. 
Optimizacijo nadaljujem z raztopino matičnega mlečka s koncentracijo 10 mg/mL. 
4.3.2.5 Optimizacija razmerja EtOH : voda 
Vzorce sem pripravila po etanolni sintezni metodi. Ohranjala sem skupni volumen 5 mL, 
spreminjala pa sem razmerje med etanolom in vodo v končnem vzorcu. To sem storila 
tako, da sem spreminjala koncentracijo izhodnih raztopin. V vseh sintetiziranih vzorcih 
je bila koncentracija LIPOID P 45 3,3 mg/mL in koncentracija matičnega mlečka 
10 mg/mL. Vzorcem sem nato pomerila pH, velikost delcev z metodo DLS in zeta 
potencial. Rezultati so prikazani v tabeli 13. 
Tabela 13: Hidrodinamski premer, PDI, zeta potencial in pH vzorcev pri optimizaciji 















0 ‒74,8 ± 5,7 210 ± 2 0,316 ± 0,008 7,65 
5 ‒16,3 ± 2,8 53 ± 1 0,236 ± 0,007 7,72 
10 ‒8,1 ± 2,0 37 ± 1 0,272 ± 0,005 7,34 
20 ‒8,2 ± 1,8 33 ± 1 0,269 ± 0,007 7,12 
30 ‒1,5 ± 2,8 49 ± 1 0,190 ± 0,012 7,74 
50 ‒15,9 ± 0,5 922 ± 26 0,340 ± 0,014 8,15 
MM 
 
0 ‒14,4 ± 0,8 1144 ± 157 0,005 ± 0,001 4,41 
5 ‒8,0 ± 0,3 7123 ± 2798 0,235 ± 0,039 4,47 
10 ‒7,8 ± 0,9 16452 ± 4237 0,005 ± 0,060 4,30 
20 ‒8,6 ± 0,4 1935 ± 611 0,029 ± 0,029 4,56 
30 ‒5,8 ± 1,3 691 ± 334 0,005 ± 0,001 4,74 
50 ‒2,7 ± 2,3 658 ± 154 0,005 ±0,006 5,18 
Meritve pH vzorcev z veliko vsebnostjo EtOH niso zanesljive. Koncept merjenja je 
namreč omejen na vodne raztopine. Po definiciji se pH izračuna kot negativni logaritem 
aktivnosti H3O
+ ionov. Organsko topilo oz. EtOH v vzorcu vpliva na aktivnost H3O
+ 
ionov, kar pa pripomore k nezanesljivemu rezultatu pri merjenju pH vrednosti. 




Merjenje zeta potenciala slepih vzorcev (ultra čista Milli-Q voda) pokaže trend; stabilnost 
vzorcev je največja, ko je koncentracija etanola enaka 0 %, sledi nižanje do koncentracije 
30 %, nato se spet poviša. Pri vzorcih, ki vsebujejo matični mleček, je trend drugačen; 
stabilnost tu namreč z večanjem koncentracije pada.  
Primerjava velikosti delcev pri slepih vzorcih pokaže, da je idealen obseg koncentracij od 
5 do 30 %. Tako kot v vseh primerih optimizacije je tudi tu vidno, da vsebnost matičnega 
mlečka zniža pH vzorcev. Rezultati prav tako pokažejo, da so liposomi z matičnim 
mlečkom pri višjih vsebnostih etanola manjši. Za uporabo v industriji je vsebnost nad 
30 % nesprejemljiva, zato sprejmem kompromis in izvajam nadaljnjo optimizacijo pri 
20 % EtOH oz. v razmerju 1 : 5 (EtOH : voda). 
4.3.3 Velikostno izključitvena kromatografija (SEC) 
Velikostno izključitvena kromatografija omogoča ločitev komponent v vzorcu glede na 
njihovo velikost. Z zbiranjem frakcij in nato merjenjem velikosti delcev sem lahko ločila 
liposome od preostalega dela vzorca.  
Tabela 14: Hidrodinamski premer, PDI in signal frakcij raztopine matičnega mlečka 
Frakcija Hidrodinamski premer 
[nm] 
PDI Signal [kcps] 
1 1756 ± 175 0,263 ± 0,043 64,3 
2 1970 ± 416 0,403 ± 0,014 16,6 
3 43669 ± 11775 0,005 ± 0,050 30,5 
4 1605 ± 46 0,181 ± 0,037 24,2 
5 914 ± 30 0,299 ± 0,025 138,3 
6 174 ± 2 0,297 ± 0,005 85,0 
7 50683 ± 7868 0,134 ± 0,110 3,4 
8 58321 ± 10029 0,659 ± 0,226 1,1 
9 107650 ± 18779 0,443 ± 0,089 1,5 
10 1114 ± 231 0,285 ± 0,056 5,0 
11 398 ± 4 0,169 ± 0,030 16,3 
12 180988 ± 9825 0,005 ± 0,063 8,7 
13 948 ± 1202 0,434 ± 0,096 3,4 
14 359623 ± 39659 0,005 ± 0,146 4,5 
15 563 ± 1887 0,523 ± 0,300 2,0 




Z velikostno izključitveno kromatografijo sem analizirala vzorec, ki je vseboval lecitin 
LIPOID P 45, raztopino matičnega mlečka s koncentracijo 17 mg/mL in je bil pripravljen 
po HLF sintezni poti. Pred tem sem analizirala tudi raztopino matičnega mlečka s 
koncentracijo 17 mg/mL z namenom, da ugotovim porazdelitev delcev po posameznih 
frakcijah in jih nato primerjam z izoliranimi liposomi. Frakcijam sem pomerila velikost 
delcev z metodo DLS. Izmerjeni signal nam pove, kakšno je število fotonov, ki jih zazna 
detektor vsako sekundo. Če je vrednost blizu ena, vzorec skoraj v celoti predstavlja voda. 
Takrat je vrednost hidrodinamskega premera delcev zelo visoka. Pri interpretaciji 
rezultatov moramo biti zato pozorni na oba podatka, tako na velikost kot tudi na signal. 
Rezultati meritev za raztopino matičnega mlečka so zbrani v tabeli 14, za vzorec z 
lecitinom LIPOID P 45, ki vsebuje matični mleček, pa v tabeli 15. 
Tabela 15: Hidrodinamski premer, PDI in signal frakcij za vzorec z lecitinom 
LIPOID P 45 in matičnim mlečkom 
Frakcija Hidrodinamski premer 
(nm) 
PDI Signal (kcps) 
1 1753 ± 96 0,272 ± 0,048 8,7 
2 18011 ± 2727 0,530 ± 0,157 3,7 
3 71385 ± 8696 0,838 ± 0,047 5,9 
4 864 ± 5306 0,401 ± 0,041 45,3 
5 663 ± 8 0,372 ± 0,006 333,1 
6 9291 ± 1376 0,485 ± 0,036 118,0 
7 15769 ± 6481 0,538 ± 0,078 39,8 
8 5732 ± 4774 0,461 ± 0,043 21,9 
9 990 ± 23 0,325 ± 0,012 46,8 
10 2206 ± 180 0,199 ± 0,052 158,2 
Hidrodinamski premer, PDI, signal delcev iz tabele 15 in primerjava s frakcijami 
raztopine matičnega mlečka (tabela 14) kažejo na to, da karakteristikam liposomov 
najbolj ustrezajo frakcije 4, 5 in 6. To ugotovitev sem uporabila za identifikacijo izoliranih 
liposomov končnih vzorcev. 
4.4 Priprava končnih vzorcev 
Pri vsaki kombinaciji parametrov sem pripravila tri končne vzorce. Slepi vzorec je končni 
vzorec, ki je bil hidratiran s pufrom oz. ultra čisto Milli-Q vodo, medtem ko druga dva 
vsebujeta matični mleček. Surovi vzorec predstavlja vzorec, ki ni bil očiščen s SEC, 




medtem ko frakcijski vzorec predstavlja združene liposomske frakcije. Poenostavljen 
prikaz sinteze in analize končnih vzorcev je prikazan v prilogi 3. 
 
Za namen lažje primerjave so vsi: 
• surovi vzorci vsebovali matični mleček s koncentracijo 10 mg/mL, 
• DPPC slepi in surovi vzorci vsebovali fosfolipid s koncentracijo 3,7 mg/mL, 
• LIPOID P 45 slepi in surovi vzorci vsebovali lecitin s koncentracijo 3,3 mg/mL 
in  
• vsi frakcijski vzorci vsebovali trikrat nižjo koncentracijo komponent. 
4.4.1 Sinteza končnih liposomov z metodo hidratacije lipidnega filma (HLF metoda) 
Pri sintezi različnih skupin liposomov z metodo HLF sem uporabila vnaprej pripravljene 
raztopine iz tabele 16.  












DPPC 10,0 3,7 1,23 
LIPOID P 45 3,3 3,3 1,10 
MM 10,0 10,0 3,33 
 
4.4.1.1 Liposomi z DPPC in pufrom 
Pri pripravi liposomov z DPPC je nastala enakomerna in tanka lipidna plast (slika 13), ki 
sem jo nato hidratirala s sveže filtriranim pufrom (240 mM (NH4)2SO4). Po hidrataciji in 
ekstruziji sem dobila slepi vzorec DPPC-1. 





Slika 13: Lipidna plast pri pripravi vzorca DPPC-1 
4.4.1.2 Liposomi z DPPC in matičnim mlečkom 
Pripravila sem dva primerljiva vzorca, ki sta vsebovala DPPC in matični mleček. Lipidni 
plasti, ki sta nastali med pripravo liposomov z DPPC in matičnim mlečkom, sta bili 
primerljivi in tanki. Videz lipidnega filma za vzorec MM-DPPC-1 je prikazan na sliki 14a 
in za MM-DPPC-3 na sliki 14b.  
  
Slika 14: Lipidni plasti pri pripravi vzorca MM-DPPC-2 (a) in MM-DPPC-3 (b) 
Oba vzorca sta bila pripravljena na povsem enak način. Vzorec MM-DPPC-2 sem 
shranila v prvotni obliki, medtem ko sem vzorec MM-DPPC-3 ločila na frakcije z 
velikostno izključitveno kromatografijo. Namen je bila izolacija liposomov od preostalih 
komponent v vzorcu. 1 mL MM-DPPC-3 sem zato spustila skozi PD-10 kolono in zbirala 
frakcije. Dobila sem 8 frakcij, ki sem jim pomerila velikost delcev z DLS metodo. 
Rezultati so zbrani v tabeli 17. 
a b 




Tabela 17: Hidrodinamski premer, PDI in signal frakcij za vzorec MM-DPPC-3 
Frakcija Hidrodinamski 
premer [nm] 
PDI Signal [kcps] 
1 941 ± 43 0,039 ± 0,035 15 
2 589171 ± 7873 0,614 ± 0,029 19 
3 2089 ± 170 0,300 ± 0,023 197 
4 3057 ± 424 0,321 ± 0,064 842 
5 1653 ± 181 0,383 ± 0,043 189 
6 1397 ± 462 0,300 ± 0,040 111 
7 852 ± 22 0,274 ± 0,016 50 
8 26348 ± 7177 0,460 ± 0,054 20 
Z upoštevanjem tako hidrodinamskega radija kot tudi vrednosti signala sem določila, da 
karakteristikam liposomov najbolj ustrezajo frakcije 3–5. Te sem zato združila in tako 
dobila vzorec MM-DPPC-3-f. 
4.4.1.3 Liposomi z LIPOID P 45 in pufrom 
Kot alternativo fosfolipidu DPPC sem pripravila tudi liposome s sojinim lecitinom 
LIPOID P 45. Lipidna plast je bila enakomerna in tanka, kot je prikazano na sliki 15. 
Hidratirala sem jo s sveže filtriranim pufrom (240 mM (NH4)2SO4), in po uspešni 
ekstruziji dobljeni vzorec imenovala P45-1. 
 
Slika 15: Lipidna plast pri pripravi vzorca P45-1 




4.4.1.4 Liposomi z LIPOID P 45 in matičnim mlečkom 
Vzporedno sem pripravila dva enaka vzorca, ki sta vsebovala LIPOID P 45 in matični 
mleček. Pri pripravi liposomov sta nastala enakomerna tanka lipidna filma. Lipidni film, 
ki je nastal pri pripravi vzorca MM-P45-2, je prikazan na sliki 16a in za MM-P45 na 
sliki 16b. 
  
Slika 16: Lipidni plasti pri pripravi vzorca MM-P45-2 (a) in MM-P45-3 (b) 
Po hidrataciji lipidnega filma z raztopino matičnega mlečka je prišlo do pojava oborine, 
kot je vidno na sliki 17a za MM-P45-2 in na sliki 17b za MM-P45-3. Posledica te oborine 
so bile velike izgube zaradi ostankov na stenah bučke. To nakazuje, da je uporaba te 
metode primernejša za DPPC kot LIPOID P 45. DPPC namreč učinkoviteje homogenizira 
matični mleček. 
 
Slika 17: Nastala oborina pri pripravi vzorca MM-P45-2 (a) in MM-P45-3 (b) 
a b 
a b 




Na enak način sem tako pripravila dva primerljiva vzorca. Vzorec MM-P45-2 sem 
ohranila, medtem ko sem vzorec MM-P45-3 ločila na frakcije z velikostno izključitveno 
kromatografijo. Prav tako kot pri MM-DPPC-3 je bil tudi tu namen kromatografije ločitev 
liposomov od preostalega dela vzorca. 1 mL vzorca z imenom MM-P45-3 sem zato 
spustila skozi PD-10 kolono in zbirala frakcije. Dobila sem 7 frakcij, ki sem jim pomerila 
velikost delcev z DLS metodo. Rezultati so zbrani v tabeli 18. 
Tabela 18: Hidrodinamski premer, PDI in signal frakcij za vzorec MM-P45-3 
Frakcija Hidrodinamski 
premer [nm] 
PDI Signal [kcps] 
1 1112 ± 56 0,234 ± 0,045 9 
2 1096 ± 182 0,324 ± 0,019 7 
3 703 ± 49 0,230 ± 0,061 5 
4 27167 ± 6457 0,005 ± 0,052 5 
5 781 ± 21 0,125 ± 0,037 22 
6 563 ± 8 0,171 ± 0,027 83 
7 552 ± 9 0,110 ± 0,026 75 
S karakteristikami liposomov (hidrodinamski premer in signal) se najbolj skladajo 
rezultati frakcij 5–7, zato sem jih združila in tako dobila vzorec MM-P45-3-f. 
4.4.2 Sinteza končnih liposomov z metodo injiciranja etanolne raztopine fosfolipidov 
v vodno fazo (EI metoda) 
Pred začetkom dela sem pripravila raztopine, ki so omenjene v tabeli 19. Koncentracije 
teh komponent v končnem vzorcu so bile za potrebe lažje primerjave enake kot pri metodi 
HLF. Surovi vzorec je končni vzorec, ki ni bil očiščen s SEC, medtem ko frakcijski vzorec 
predstavlja združene liposomske frakcije. 











LIPOID P 45 16,7 3,3 1,10 
MM 12,5 10,0 3,33 




4.4.2.1 Liposomi z LIPOID P 45, pripravljeni z vodo 
Z uporabo metode EI sem pripravila slepi vzorec P45-4, ki je vseboval 1 mL raztopine 
LIPOID P 45 v etanolu s koncentracijo 16,7 mg/ml in 4 mL ultra čiste Milli-Q vode. 1 mL 
lecitina sem injicirala hitro s hitrostjo 1 mL/s in raztopino nato mešala 5 min. 
4.4.2.2 Liposomi z LIPOID P 45 in matičnim mlečkom 
Na povsem enak način sem pripravila dva vzorca. MM-P45-5 in MM-P45-6 sta bila 
pripravljena iz 1 mL raztopine LIPOID P 45 v etanolu s koncentracijo 16,7 mg/mL in 
raztopino matičnega mlečka v ultra čisti Milli-Q vodi s koncentracijo 12,5 mg/mL.  
Tabela 20: Hidrodinamski premer, PDI in signal frakcij za vzorec MM-P45-6 
Frakcija Hidrodinamski 
premer [nm] 
PDI Signal [kcps] 
1 6056 ± 1615 0,504 ± 0,028 4,4 
2 49917 ± 10834 0,701 ± 0,051 4,7 
3 807 ± 51 0,117 ± 0,059 3,7 
4 947 ± 2138 0,566 ± 0,251 2,1 
5 1080 ± 6082 0,320 ± 0,078 6,8 
6 851 ± 5674 0,220 ± 0,072 11,6 
7 5909 ± 4285 0,063 ± 0,072 19,5 
 
1 mL lecitina sem injicirala v vodni kopeli segreto raztopino matičnega mlečka s hitrostjo 
1 mL/s. Surovi vzorec MM-P45-5 sem shranila, medtem ko sem liposome vzorca 
MM-P45-6 ločila od drugih prisotnih komponent z uporabo velikostno izključitvene 
kromatografije. 1 mL vzorca z imenom MM-P45-6 sem spustila skozi PD-10 kolono in 
zbirala frakcije. Uporaba kromatografske metode je bila v tem primeru težka, saj se je 
kolona začela mašiti in je otežila zbiranje frakcij. Na vrhu kolone se je ob tem naredila 
bela lisa, kar je nakazalo nastanek oborine. Dobila sem 7 frakcij, ki sem jim nato pomerila 
velikost delcev z DLS metodo. Rezultati so zbrani v tabeli 20.  
Hidrodinamski premer in vrednost signala pri frakcijah 5–7 sta najbolj ustrezala 
karakteristikam liposomov, zato sem jih združila in tako dobila vzorec MM-P45-6-f. 




4.5 Analiza končnih vzorcev 
Frakcijske vzorce (MM-DPPC-3-f, MM-P45-3-f in MM-P45-6-f) sem dobila z 
združitvijo treh frakcij posamezne kromatografske kolone. Na ta način so bili vsi trije 
vzorci enako redčeni in najprimernejši za primerjavo.  
4.5.1 pH vzorcev 
Vsem končnim vzorcem sem pomerila pH 24 ur po sintezi. Rezultati so zbrani v tabeli 21. 
Tabela 21: pH vrednosti končnih vzorcev 
Sintezna metoda Oznaka vzorca pH 
Raztopina matičnega mlečka MM 3,79 
HLF DPPC-1 7,21 
MM-DPPC-2 5,29 
MM-DPPC-3-f 6,12 
HLF P45-1 6,06 
MM-P45-2 5,11 
MM-P45-3-f 4,64 
EI P45-4 7,28 
MM-P45-5 4,63 
MM-P45-6-f 4,38 
Raztopina matičnega mlečka s koncentracijo 10 mg/mL ima pH 3,79. Iz grafa je razvidno, 
da imajo slepi vzorci (DPPC-1, P45-1, P45-4) občutno višji pH v vseh treh primerih, 
medtem ko hidratacija oz. injiciranje matičnega mlečka zniža pH končnih vzorcev. Še 
posebej izrazito je znižanje v primeru priprave po metodi EI. Le DPPC liposomi dajo 
frakcijski vzorec (MM-DPPC-3-f) z višjim pH kot nanešeni vzorec. Kot kaže, 
neenkapsuliran material pri DPPC vzorcih zniža pH nastalega vzorca. Opazimo lahko 
tudi, da sintezna metoda vpliva na pH vrednost vzorcev (primerjava slepih vzorcev P45-1 
in P45-4). pH vrednosti frakcijskih vzorcev MM-P45-3-f in MM-P45-6-f so primerljive, 
torej na rezultat surovega vzorca vpliva neenkapsuliran material in s tem izbira sintezne 
metode.  
4.5.2 Zeta potencial in velikost delcev v vzorcih z metodo dinamično sipanje svetlobe 
Pomerila sem velikost delcev v vseh vzorcih 24 ur po sintezi. Rezultati so zbrani v 
tabeli 22.  




Tabela 22: Hidrodinamski premer, PDI in signal končnih vzorcev 
Sintezna 
metoda 










MM +8,6 ± 0,3 500 ± 12 0,326 ± 
0,007 
123,7 
HLF DPPC-01 +1,1 ± 2,3 156 ± 2 0,058 ± 
0,022 
193,7 
MM-DPPC-02 +12,5 ± 1,1 235 ± 1 0,194 ± 
0,014 
491,6 
MM-DPPC-03-f ‒0,3 ± 0,5 2559 ± 140 0,248 ± 
0,036 
672,8 
HLF P45-01 ‒6,7 ± 2,2 150 ± 1 0,063 ± 
0,023 
379,9 
MM-P45-02 ‒18,8 ± 0,9 2912 ± 166 0,270 ± 
0,054 
139,2 
MM-P45-03-f +13,8 ± 0,6 25347 ± 8519 0,671 ± 
0,053 
107,0 
EI P45-04 ‒9,7 ± 1,8 30 ± 1 0,296 ± 
0,003 
38,2 
MM-P45-05 ‒5,7 ± 1,7 1912 ± 653 0,005 ± 
0,041 
1600,0 
MM-P45-06-f +12,0 ± 0,5 966 ± 31 0,137 ± 
0,039 
18,5 
Hidrodinamski premer, PDI in vrednost signala slepih vzorcev DPPC-1 in P45-1 kažejo 
na nastanek liposomov ustreznih velikosti. Vzorca, pripravljena z LIPOID P 45 in 
raztopino matičnega mlečka, po obeh metodah kažeta podobno velikost delcev, kljub 
temu da pri metodi EI vzorca nismo ekstrudirali. Pri uporabi metode HLF je bila 
ekstruzija vzorca izvedena, zato bi pričakovali manjše delce, iz tabele 22 pa je vseeno 
razvidno, da vrednost hidrodinamskega premera HLF vzorca ni manjša. 
Vsebnost matičnega mlečka pričakovano poveča hidrodinamski premer liposomov. 
MM-DPPC-2 ima najugodnejši rezultat, medtem ko je povečanje premera pri drugih dveh 
vzorcih z matičnim mlečkom več kot 10-kratno.  




Vzorci dobljenih frakcij vsebujejo delce, ki so večji od 900 nm. MM-DPPC-3-f ima 
10-krat večji hidrodinamski premer in večjo polidisperznost delcev kot vzorec 
MM-DPPC-2. Razlika v velikosti je enakega velikostnega reda večja pri vzorcu 
MM-P45-3-f. Tako pripravljeni delci niso več nanometerskih velikosti. Iz tega lahko 
razberemo, da kolona destabilizira delce. Pri vzorcu MM-P45-6-f pride do zmanjšanja 
premera delcev, vendar je to lahko posledica zamašitve PD-10 kolone. Večji delci so 
ostali na površini in zato je nastala bela oborina. 
Rezultati iz tabele 22 prikazujejo, da so vsi končni vzorci nestabilni, saj razpon zeta 
potenciala sega le od ‒19 do +14. Pri vseh vzorcih, ki so vsebovali matični mleček, je 
prišlo tudi do posedanja delcev na dno.  
Kot preprostejša in hkrati industrijsko primernejša sintezna pot se je torej izkazala sinteza 
po metodi EI z lecitinom LIPOID P 45 in matičnim mlečkom. 
4.5.3 Analiza vzorcev s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti v povezavi z 
detektorjem na niz diod (HPLC-DAD) 
Na sliki 18a je prikazan kromatogram standarda za izolirano molekulo 10-HDA, kjer 
lahko vidimo vrh z retencijskim časom 12,860 min. Primerjala sem ga s kromatogramom 
raztopine matičnega mlečka s koncentracijo 10 mg/mL, ki je prikazan na sliki 18b. V 
raztopini so prisotne tri komponente, ki sem jih poimenovala: 
• spojina 1 (retencijski čas 9,9 min), 
• spojina 2 (retencijski čas 10,7 min) in 
• spojina 10-HDA (retencijski čas 12,6 min). 
Vrh pri retencijskem času 12,6 min prikazuje odziv za 10-HDA. To je najpomembnejša 
komponenta matičnega mlečka, ki kaže pozitivne zdravstvene učinke in jo zato želimo 
vgraditi v liposome. Ker je dostopna tudi izolirana, sta mogoča primerjava s standardi in 
izračun deležev vsebnosti, ki so predstavljeni v grafu 2. Pomembna sta tudi vrhova pri 
9,9 min (spojina 1) in 10,7 min (spojina 2), ki sta prav tako vedno prisotna v vzorcih z 
matičnim mlečkom. Njuna vsebnost v vzorcu MM je veliko manjša kot vsebnost 
10-HDA. Spojini nista identificirani, zato nista bili mogoči standardizacija in pretvorba v 
delež. Vsebnost sem primerjala glede na intenziteto vrhov, kar je predstavljeno v grafu 3 
za spojino 1 in v grafu 4 za spojino 2. 





Slika 18: Kromatogram po injiciranju 10-HDA standarda (a) in vzorca raztopine 
matičnega mlečka (b) 
 
Slika 19: Kromatogram po injiciranju slepega vzorca R-DPPC-1 





Slika 20: Kromatogram po injiciranju vzorca R-MM-DPPC-2 (a) in T-MM-DPPC-2 (b) 
Iz kromatogramov sem razbrala, da vsi vzorci, ki so pripravljeni z matičnim mlečkom, 
vsebujejo tako 10-HDA (npr. vrh pri 12,637 min na sliki 20a ali vrh pri 12,620 min na 
sliki 20b) kot tudi spojini z retencijskim časom 9,9 min in 10,6 min. Slepi vzorci (slika 19) 
ne vsebujejo nobene od teh treh spojin, ker so bili pripravljeni brez matičnega mlečka. Iz 
grafov 2, 3 in 4 lahko razberemo, da uporaba detergenta tritona za razgradnjo membrane 
liposomov ne spremeni izrazito rezultatov. Le v primeru vzorca MM-P45-6, ki je bil 
pripravljen po EI metodi in vsebuje matični mleček, lahko opazimo, da je vsebnost 
10-HDA spojine 1 in spojine 2 večja pri vzorcih s tritonom. 
4.5.3.1 Vgraditev spojine 10-HDA 
Delež 10-HDA v vzorcih izračunamo s pomočjo umeritvenih krivulj standardnih raztopin 
z znanimi koncentracijami in enačbe 1:  
         delež (10-HDA) [g/100g]= (površina vzorca-k) ∙
100∙V
n∙m
                     (1) 
V enačbi oznaka k predstavlja naklon in oznaka n začetno vrednost umeritvene premice, 
V je volumen v mL, m pa je masa vzorca v mg. Deleži 10-HDA, izračunani po enačbi 1, 
so prikazani v grafu 2. Število injiciranj je bilo pri vsakem vzorcu in standardu enako 30. 
V grafu 2 so prikazane tudi številčne vrednosti za surove vzorce. 




Iz grafa 2 lahko razberemo, da vsi vzorci, ki so bili pripravljeni po HLF oz. EI metodi in 
sem jih hidratirala z matičnim mlečkom, vsebujejo približno enako koncentracijo 
10-HDA. Frakcijski vzorci MM-DPPC-3-f, MM-P45-3-f in MM-P45-6-f prikazujejo, 
kakšna je vgraditev spojine v liposome, ki so bili očiščeni s SEC metodo. Na podlagi 
rezultatov je razvidno, da se kislina ni vgradila v liposome z DPPC, medtem ko se pri 
lecitinu LIPOID P 45 je. To lahko pripišemo nastanku različnih liposomov pri sintezi s 
tema dvema izhodnima raztopinama. Rezultati kažejo, da ima LIPOID P 45 večjo 
sposobnost enkapsulirati molekulo 10-HDA pri izbiri metode HLF. Liposomi, 
pripravljeni po HLF metodi, vsebujejo 0,03 % 10-HDA, tisti, pripravljeni po EI metodi, 
pa 0,01 %. Vsebnost je bila podobna tako v primeru surovih vzorcev kot tudi vzorcev z 
dodanim tritonom. Dodatek le-tega je povišal vsebnost že pri matičnem mlečku, zato 
lahko predpostavimo, da povišanje pri drugih vzorcih ni relevantno in ga lahko 
obravnavamo kot analizni artefakt. 
 
Graf 2: Delež 10-HDA v končnih vzorcih 
Začetni delež 10-HDA v vzorcu surovega matičnega mlečka je bil 0,19. To pomeni, da 
se je v liposome MM-P45-3-f (HLF metoda) vgradilo 15,8 % 10-HDA, v liposome 
MM-P45-6-f (EI metoda) 5,3 %, v liposome MM-DPPC-3-f (HLF metoda) pa manj kot 
0,0 %. Najboljši rezultat vgraditve molekule 10-HDA v liposom je tako dal vzorec 
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4.5.3.2 Vgraditev spojine 1 
Vsi vzorci, ki so bili pripravljeni z matičnim mlečkom, vsebujejo tudi spojino 1 (graf 3). 
V grafu 3 so prikazane tudi številčne vrednosti za surove vzorce. Spojino vsebujejo prav 
tako frakcijski vzorci, torej se je vgradila tudi v liposome. Vsebnost je največja pri 
liposomih z lecitinom LIPOID P 45, pripravljenih po HLF metodi, medtem ko je pri 
frakcijskih vzorcih MM-DPPC-3-f in MM-P45-6-f vsebnost precej manjša. Spojina z 
retencijskim časom 9,9 min ni identificirana, zato tu ni grafičnega prikaza deleža spojine, 
ampak je v grafu 3 podana le intenziteta v mAU.  
Do najuspešnejše enkapsulacije je tudi tu prišlo pri vzorcu MM-P45-3-f. Ker pa spojina 
ni identificirana, njenega vpliva na zdravje ne poznamo. 
 
Graf 3: Intenziteta spojine 1 v končnih vzorcih 
4.5.3.3 Vgraditev spojine 2 
Spojina z retencijskim časom 10,7 min je tretja pomembna komponenta matičnega 
mlečka. Tako kot spojina 1 tudi ta ni identificirana in zato graf 4 prikazuje intenziteto 
namesto deleža. V grafu 4 so prikazane tudi številčne vrednosti za surove vzorce. Spojina 
je prisotna pri frakcijskih vzorcih z lecitinom LIPOID P 45, torej se je tam vgradila v 
liposome. Večja je prisotnost v primeru sinteze po HLF metodi. Razvidno je tudi, da pri 


























































































Surovi vzorci (R) Vzorci s tritonom (T)




spojine. Prisotnost le-tega tudi tu poviša že samo vsebnost spojine pri izhodnem 
matičnem mlečku. Intenziteta spojine 2 v surovem vzorcu je na začetku znašala 7,01. 
Delež te spojine v liposomih je tako znašal 0,0 % za vzorec MM-DPPC-3-f 
(HLF metoda), 18,1 % za vzorec MM-P45-3-f (HLF metoda) in 5,1 % za vzorec 
MM-P45-6-f (EI metoda). Torej je bila vgraditev v liposome tudi tu najuspešnejša pri 
vzorcu MM-P45-3-f. 
 
Graf 4: Intenziteta spojine 2 v končnih vzorcih 
Na osnovi rezultatov, ki so zbrani v grafih 2, 3 in 4, lahko povzamemo, da se je kot 
najboljši frakcijski vzorec izkazal MM-P45-3-f, ki je bil pripravljen po HLF metodi in 
vsebuje lecitin LIPOID P 45. Vgraditev 10-HDA v liposome je bila v tem primeru 
največja z vrednostjo 15,8 %. V končnem vzorcu sta prisotni tudi drugi dve 
neidentificirani spojini, ki se prav tako vgradita v liposome. Drugi najboljši liposomski 
vzorec je bil MM-P45-6-f, ki je bil pripravljen po EI metodi. Vgraditev najpomembnejše 
komponente oz. 10-HDA je bila v tem primeru trikrat manjša (5,3 %) v primerjavi z 
vzorcem MM-P45-3-f. Drugi dve spojini sta se prav tako vgradili v liposome in tudi njun 
delež je bil trikrat manjši kot pri vzorcu, pripravljenem po HLF metodi. V primerjavi z 
vzorci z lecitinom je bila enkapsulacija 10-HDA neuspešna pri vzorcu, ki je vseboval 
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4.5.4 Analiza vzorcev s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata (SDS-PAGE) 
Z uporabo SDS-PAGE lahko ločujemo proteine v vzorcu in jim nato določimo njihovo 
vsebnost. Ločevanje poteka le na osnovi molekulske mase proteinov. Manjše molekule 
potujejo hitreje v poliakrilamidnem gelu in obratno.  
Slika 21 prikazuje videz elektroforetskega gela z nanešenimi surovimi vzorci (R-vzorci) 
po končanem razvijanju lis, slika 22 pa prikazuje razvit elektroforetski gel z nanešenimi 
vzorci s tritonom (T-vzorci). Na obeh gelih je bil skrajno levo in desno nanešen tudi 
velikostni standard. Pri vzorcu R-MM in T-MM so opazne tri lise, ki se nahajajo v 
velikostnem obsegu 37-75 kDa. Z natančnim interpretiranjem in primerjavo z literaturo 
lahko identificiramo liso velikosti 55 kDa kot MRJP1 in liso velikosti 47 kDa kot MRJP2. 
Ti dve lisi ustrezata dvema najpomembnejšima proteinoma v matičnem mlečku. Težava, 
ki nastopi pri interpretaciji, je, da so lise podobnih velikosti kot v matičnem mlečku vidne 
tudi pri slepih vzorcih. Ker so enaki rezultati tudi pri frakcijskih vzorcih, ne moremo z 
gotovostjo trditi, da so se proteini matičnega mlečka vgradili v liposome. Kvalitativno 
lahko razberemo le, da je v primerjavi s slepimi vzorci prišlo do obogatitve v vsebnosti 
proteinov pri liposomskih vzorcih z matičnim mlečkom [44]. 
 
Slika 21: Elektroforetski gel z R-vzorci po fiksaciji in barvanju proteinov 






Slika 22: Elektroforetski gel s T-vzorci po fiksaciji in barvanju proteinov 
Na osnovi podobnih študij in rezultatov lahko povzamemo, da molekulska masa ne vpliva 
na učinkovitost enkapsulacije, predvidevamo pa lahko, da velikost proteinov vpliva na 
velikost in površinski naboj takšnih liposomov [45]. 
Sliko 21 in sliko 22 sem nato naložila v program Quantity One in kvantificirala lise.  
Pri kvantifikaciji sem opazovala intenziteto posameznih stolpcev in jo preračunala na 
1 gram matičnega mlečka. Do ustreznih vrednosti pridemo s pomočjo enačbe 2: 






                                                                            (2) 
V enačbi INT predstavlja intenziteto določenega stolpca, INT (slepa) je intenziteta ozadja, 
m (MM) pa je masa matičnega mlečka v nanešenem vzorcu. Dobljeni rezultati so 
prikazani v grafu 5. Prikazane so tudi številčne vrednosti za surove vzorce. 
Rezultati prikazujejo, da je vsebnost proteinov v matičnem mlečku velika, saj je 
intenziteta/mg približno 60.000. Vzorec s tritonom prikazuje rahlo večjo vsebnost, tj. 




6,2 %, vendar je to le analizni artefakt. Znanstvenega razloga, da bi triton povečal 
vsebnost proteinov v matičnem mlečku, namreč ni. Triton se običajno uporabi le kot 
površinsko aktivna snov za razgradnjo celične ali liposomske membrane in s tem 
ekstrakcijo vsebine. Ker v matičnem mlečku celic ni, povečanje vsebnosti ni smiselno. 
 
Graf 5: Intenziteta lis/mg matičnega mlečka v končnih vzorcih 
Oba vzorca, ki sta bila pripravljena po HLF sintezni poti (MM-DPPC-2 in MM-P45-2), 
imata manjšo vsebnost kot izhodna raztopina. Vgraditev proteinov v liposome 
MM-DPPC-3-f je 30,7 % v primerjavi z vzorcem MM-DPPC-2. Pri lecitinu je vgraditev 
v liposome MM-P45-3-f 13,5 % glede na MM-P45-2.  
Pri vzorcu MM-P45-5, ki je bil pripravljen po EI metodi, je prišlo do 20,2 % obogatitve 
v vsebnosti. Vsebnost proteinov v vzorcu MM-P45-5 bi namreč morala biti enaka kot v 
matičnem mlečku. Presežek bi lahko bil posledica prisotnih spojin v lecitinu 
(npr. nečistoče), vendar bi za dokaz te teoretične možnosti morala na elektroforetski gel 
nanesti tudi slepi vzorec. 
Opazna je tudi velika razlika med R- in T-vzorci. Intenziteta je za tretjino manjša pri 
vzorcih s tritonom. Enako je vidno tudi v frakcijskem vzorcu, vendar je razlika še 
izrazitejša. Pomembnost uporabe tritona tu je zato vprašljiva. Pričakovali bi večjo 
vsebnost in teoretično višji signal, saj dodatek tritona sprosti liposome. Takšni rezultati 
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4.6 Prihodnost raziskovalnega dela 
Pri magistrskem delu sem želela pripraviti stabilne liposome, ki bi vsebovali glavne 
komponente matičnega mlečka. Ker sem izvedla le delno optimizacijo, bi za uspešno 
uporabo v industriji morali sintezo še izpopolniti na način, da bi bili enkapsulacija in 
stabilnost večji. Celotna optimizacija presega obseg magistrskega dela, vendar 
eksperimentalno delo predstavlja dobro izhodišče za nadaljevanje.  
Nadaljnje raziskovanje tega področja bi lahko šlo v smeri: 
• nadaljnje optimizacije uporabljenih fosfolipidov (drugačna sestava, dodatek 
holesterola, prilagoditev koncentracije …), 
• natančnejše optimizacije sinteznih pogojev (izbira druge sintezne metode, 
sprememba temperature …), 
• liofilizacije nastalih liposomov in stabilizacije s saharidi (stabilizacija z 
zamenjavo vodnih molekul s saharidnimi ali prek vitrifikacije) [46], 
• izolacije 10-HDA iz matičnega mlečka in enkapsulacije te molekule v liposome 
ter nato  
• uporabe v farmacevtski, prehrambni ali kozmetični industriji. 
  




5 Sklepne ugotovitve 
Glavni cilj tega magistrskega dela je bila vgraditev matičnega mlečka oz. njegovih 
najpomembnejših komponent v liposome z namenom, da bi povečali njegovo 
učinkovitost in stabilnost. Z enkapsulacijo se na ta način poveča biodostopnost te naravne 
zdravilne učinkovine v človeškem telesu. 
Svoje eksperimentalno delo sem začela z molekulskim modeliranjem interakcije, da bi 
ugotovila teoretično mesto enkapsulacije matičnega mlečka. Računalniško modeliranje 
interakcije med molekulama 10-HDA in DPPC je pokazalo, da je le-ta ugodna in da bi 
vgraditev potekla v notranjost liposoma. Na lastnosti liposomov močno vpliva sestava, 
zato sem pri sintezi uporabila sintetične fosfolipide (DPPC in mešanica TOL) in naravne 
lecitine (sojina LIPOID P 45 in LIPOID P 45 ter sončnični LeciFis SUN HP IPM). Sledila 
je optimizacija obeh uporabljenih sinteznih poti; torej metode hidratacije lipidnega filma 
(metoda HLF) in metode injiciranja etanolne raztopine fosfolipidov v vodno fazo (metoda 
EI). Prilagajala sem razne parametre in raziskovala, katera kombinacija bi dala liposome 
s primernimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi in maksimalno stopnjo enkapsulacije. Z 
optimizacijo sem prišla do ugotovitev, da: 
• filtracija matičnega mlečka ne izboljša porazdelitve velikosti ali poveča 
enkapsulacije, ampak le oteži sintezno pot priprave liposomov,  
• uporaba matičnega mlečka zniža pH, velikost in stabilnost, 
• je nestabilnost liposomov z matičnim mlečkom velika, saj je pri vseh vzorcih 
prišlo do posedanja delcev, 
• višja koncentracija matičnega mlečka običajno pomeni večjo velikost liposomov 
pri metodi HLF, 
• je uporaba sojinega lecitina pri HLF metodi mogoča, težave pa nastopijo pri 
uporabi sončničnega, 
• je metoda EI industrijsko primernejša,  
• način homogenizacije emulzije pri metodi EI vpliva na velikost delcev, 
• večja hitrost injiciranja etanolne raztopine v vodno fazo pri metodi EI pomeni 
večjo velikost delcev in večjo stabilnost ter da 
• delež EtOH pri metodi EI vpliva na stabilnost in velikost delcev. 
Z upoštevanjem vseh teh ugotovitev sem nato sintetizirala končne vzorce in raziskovala 
njihove karakteristike. Pri svojem raziskovanju sem prišla do številnih zaključkov. Z 
uporabo SEC in ločitvijo pripravljenih liposomov od preostale reakcijske mešanice so se 




sintetizirani delci destabilizirali. Uporaba tritona v analizne namene ni bila ključna in je 
med rezultati predstavljala le analizni artefakt. Vgraditev 10-HDA je bila največja pri 
vzorcu, ki je bil pripravljen z HLF metodo in je vseboval lecitin LIPOID P 45. Tudi 
vgraditev spojine 1 (retencijski čas 9,9 min) in spojine 2 (retencijski čas 10,7 min) je bila 
največja pri tem vzorcu. Ker ti dve spojini še nista identificirani, uspešnost vgraditve in 
posledično njun vpliv na človeški organizem ne moremo predvideti. Z uporabo 
SDS-PAGE lahko kvantitativno določimo, da je do največje enkapsulacije proteinov 
prišlo pri vzorcu, ki je vseboval matični mleček in je bil pripravljen s sintetičnim 
fosfolipidom DPPC, ne moremo pa z gotovostjo trditi, da je prišlo do vgraditve proteinov 
MRJP1 in MRJP2.  
Najboljšo kombinacijo vseh parametrov je težko določiti. Iz literature lahko razberemo, 
da je najpomembnejša spojina matičnega mlečka molekula 10-HDA. Enkapsulacija te je 
bila najuspešnejša pri vzorcu, ki je bil pripravljen z matičnim mlečkom po metodi HLF 
in je vseboval sojin lecitin LIPOID P 45. Kljub temu je industrijsko prijaznejša metoda 
EI. Ta je pokazala manjšo stopnjo enkapsulacije, vendar ima še vedno potencial za razvoj 
in optimizacijo v prihodnosti.  
Področje liposomskih čebeljih izdelkov je še precej neraziskano, vendar ima veliko 
potenciala za nadaljnjo širitev. V magistrskem delu sem prikazala, da je enkapsulacija 
naravnih učinkovin, kot je matični mleček, v liposom mogoča in bi potencialno lahko 
izboljšala njegovo biološko aktivnost, a je do industrijske uporabe potrebno narediti še 
več podobnih študij.  
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